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„Das Schönste und Tiefste, das der Mensch erleben kann, ist das Gefühl des Geheimnis-
vollen. Es ist das Motiv allen tieferen Strebens in Kunst und Wissenschaft. Wer dies nicht 
erlebt hat, erscheint mir, wenn nicht wie ein Toter, so doch wie ein Blinder. Zu empfin-
den, dass hinter dem Erlebbaren ein für unseren Geist Unerreichbares verborgen sei, des-
sen Schönheit und Erhabenheit uns nur mittelbar und im schwachen Widerschein er-
reicht, das ist Religiosität, in diesem Sinne bin ich religiös. Es ist mir genug, diese Ge-
heimnisse staunend zu ahnen und zu versuchen, von der erhabenen Struktur des Seienden 
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Verzeichnis der Begriffe und Definitionen 
 
Adhärente Zellen  
Zellen, die auf einem Substrat - meist der Wandung des Kulturgefäßes – festwachsen. 
 
Genom  
Gesamtheit der vererbbaren Nukleinsäure einer mehr oder weniger autonomen Struk-
tur. Diese autonome Struktur kann ein Virus, eine Zelle, ein Organell oder ein Organismus 
sein. 
 
in vitro    
Test, Haltung, Züchtung in Kulturgefäßen (lat. im Glas) 
 
in vivo    
Test, Haltung, Züchtung in/am lebenden Organismus 
 
Passage    
Subkultivierung von Zellen in Zellkulturen 
 
Primärzellen 
Zellen, die erst kurz zuvor aus dem Gewebe oder Organ isoliert wurden und unter Kultur-
bedingungen nur eine begrenzte Lebenserwartung besitzen. 
 
Proteom 
Die Gesamtheit aller Proteine in einem Lebewesen, einem Gewebe, einer Zelle oder einem 
Zellkompartiment. 
 
Rezeptor    
Die für bestimmte Reize empfindliche und entsprechend ihrer Funktion und Lokalisation 
aufgebaute „Empfangseinrichtung“ einer Zelle, eines Organs oder Systems; allgemeiner: 
Bindungsstelle, „receptive substance“ (nach Langley).  
 
Zellkultur 
Kultivierung tierischer oder pflanzlicher Zellen in einem Nährmedium außerhalb des Or-
ganismus 
 
Zelllinie    
Zellen aus einer Primärkultur zum Zeitpunkt der ersten erfolgreichen Subkultur. Man un-
terscheidet endliche Zelllinien (Fähigkeit von Zellen,sich über einen begrenzte Zahl von 
Subkultivierungen zu vermehren) und kontinuierliche bzw. permanente Zelllinien (Fähig-
keit von Zellen, sich unbegrenzt vermehren zu können). 
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1.1 Genomforschung und Arzneimittel der Zukunft 
 
Die enormen Fortschritte in der genetischen und biochemischen Forschung der letzten 
Jahrzehnte haben der Menschheit zu einem tief greifenden Verständnis der für die Abläufe 
des Lebens verantwortlichen molekularen Zusammenhänge verholfen. Mit der Entdeckung 
des strukturellen Aufbaus der DNA durch Watson und Crick1 im Jahre 1953 wurde der 
Grundstein für das heute als Genomics bezeichnete Forschungsfeld gelegt. Große Anstren-
gungen in dieser wissenschaftlichen Disziplin führten zur Aufklärung der kompletten Ge-
nomsequenzen zahlreicher Spezies, darunter Bakterien2 sowie Pflanzen3, und gipfelten in 
der Entschlüsselung der Basenabfolge des menschlichen Erbguts4,5.  
 
Das Ende 1990 begonnene und 2003 offiziell beendete internationale Humane Genom-
projekt hat hervorgebracht, dass das haploide menschliche Genom 2,85 Milliarden Basen 
umfasst. Es ist in 46 Chromosomen zu 48 bis 240 Millionen Basen organisiert. Interessan-
terweise ist die Zahl der menschlichen Gene nach Sequenzierung des Genoms mit ca. 
26000 weit hinter den ursprünglichen Erwartungen zurückgeblieben5. Allerdings ist trotz 
dieser gering erscheinenden Zahl an Genen die Anzahl der Proteine (Proteom) beim Men-
schen viel höher. Duch alternatives Spleißen oder posttranslationale Modifikationen kön-
nen aus ein und derselben DNA-Sequenz und dementsprechend ein und derselben prä-
mRNA mehrere verschiedene reife mRNA-Moleküle und durch deren Translation auch 
mehrere unterschiedliche Proteine gebildet werden. So besteht zwischen der Menge einer 
mRNA und der dazugehörigen Proteinmenge nur eine schwache Korrelation6. 
Das Proteom ist nach Wilkins et al. die quantitative Darstellung der Proteinzusammenset-
zung einer Zelle, eines Organs oder eines Organismus unter genau definierten Bedingun-
gen7. Während das Genom ein gut definiertes und statisches Gebilde ist, reflektiert das 
Proteom die dynamische Proteinexpression, die durch eine Vielzahl von Parametern wie 
Translationsregulation, mRNA-Stabilität sowie Proteinstabilität und -abbau beeinflusst 
wird. Viele Proteine werden nach der Synthese an cytoplasmatischen Ribosomen co- oder 
posttranslational modifiziert. Hierbei werden z.B. Zuckerreste oder Lipide im Endoplasma-
tischen Retikulum angehängt oder bestimmte Aminosäuren des Proteins chemisch verän-
dert. Posttranslationale Prozesse haben einen entscheidenden Einfluß auf die Struktur und 
Funktion vieler Proteine in höheren Organismen. Phosphorylierung an bestimmten Tyro-
sin-, Serin- oder Aspartatresten spielt für die Aktivierung vieler Enzyme eine entscheiden-
de Rolle und kann aufgrund der Genstruktur nur bedingt vorausgesagt werden. 
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Der Umfang des menschlichen Proteoms wird auf über 100000 geschätzt. Bei nahezu 40 % 
der Proteine ist bis heute die genaue physiologische Funktion noch nicht bekannt. Abb. 1.1 




Abb. 1.1: Funktion von Proteinen (modifiziert nach Venter et al.5) 
 
 
Die meisten Funktionen unseres Körpers werden von Proteinen ausgeführt. Da sie auch bei 
pathophysiologischen Vorgängen eine bedeutende Rolle spielen, hat die Mehrzahl der sich 
heute auf dem Markt befindlichen Medikamente Proteine als biologische Targets (Ziel-
strukturen). Nahezu 80 % der heute als Therapeutika (und Diagnostika) verwendeten Sub-
stanzen haben Membranproteine als biologische Targets. Über 30 % der sich auf dem 
Markt befindlichen Arzneistoffe sind Modulatoren G-Protein-gekoppelter Rezeptoren 
(GPCR), was diese Rezeptor-Familie zu den erfolgversprechendsten Zielstrukturen in der 
Arzneimittelentwicklung macht. Die Anzahl an funktionellen G-Protein-gekoppelten Re-
zeptoren im Menschen wird auf ca. 720 geschätzt. Die Hälfte dieser Zahl wird den olfakto-
rischen Rezeptoren zugesprochen. Von den verbleibenden 360 Rezeptoren wurden bei ca. 
210 die natürlichen Liganden identifiziert. Den restlichen 150 konnte bisher kein Ligand 
zugeordnet werden (sog. „orphan“ oder Waisen-GPCR)8. Es werden große Anstrengungen 
unternommen, um Liganden für die Waisen-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu identifi-
zieren.  
Sonstige: 19,2 % 
Ionenkanäle: 1,3 % 
Sonstige Signaltransduktionsproteine: 
7,2 % 
Unbekannte Funktion: 41,7 % 
Intrazelluläre Transporter: 
1,1 % 
Enzyme: 10,2 % 
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1.2 Pyrimidin-Metabolismus 
 
Nukleinsäuren gehören zu den größten Molekülen, welche von der Zelle synthetisiert wer-
den. Ihre Bausteine sind Purin- und Pyrimidinbasen, die glykosidisch mit Ribose, res-
pektive Desoxyribose verknüpft sind (Nukleoside). In der Zelle liegen Nukleoside haupt-
sächlich in ihrer phosphorylierten Form als Mono-, Di-, oder Triphosphate vor (Nukleo-
tide). Nukleotide spielen eine zentrale Rolle im zellulären Metabolismus. Neben ihrer 
Funktion als Bausteine der Nukleinsäuren sind sie als sekundäre zelluläre Botenstoffe 
in Signaltransduktionsketten (cAMP, cGMP) bekannt. Weiterhin spielen sie eine wichtige 
Rolle als Energieträger für Phosphorylierungsreaktionen (ATP) und als Bestandteile von 
Cofaktoren, wie NAD und FAD, welche an zahlreichen Redoxreaktionen des Stoffwech-
sels der Zelle beteiligt sind. Es gibt zwei Arten von Reaktionsfolgen, die der Aufrechter-
haltung einer adäquaten intrazellulären Nukleotidkonzentration dienen. Zum einen die de-
novo-Synthese, die von den metabolischen Vorstufen Aminosäure, Ribosephosphat, CO2 
und NH3 ausgeht. Zum anderen die Recyclingwege („salvage pathway“), welche freie Ba-
sen und Nukleoside, die beim Abbau anfallen, wieder in den Prozeß zurückführen. Diese 
Stoffwechselwege unterliegen einer genauen biochemischen Kontrolle. 
 
 
1.2.1 Die Pyrimidin-de-novo-Synthese9,10 
  
Die Pyrimidin-de-novo-Synthese versorgt die Zelle mit Pyrimidin-Nukleotiden, welche es-
sentielle Bestandteile der Nukleinsäuren darstellen und als energieliefernde Cosubstrate für 
eine Vielzahl von Reaktionen wichtig sind. Die Pyrimidin-de-novo-Synthese umfaßt sechs 
enzymatische Schritte zur Synthese von UMP und ist (mit Ausnahme einiger Parasiten) in 
nahezu allen untersuchten Spezies vorhanden. Obwohl die Pyrimidin-de-novo-Synthese 
quasi ubiquitär ist, gibt es zwischen den Arten doch Unterschiede in der Organisation der 
Enzyme und der dafür kodierenden Gene. Die Zahl der Gene, welche an den sechs enzy-
matischen Schritten beteiligt sind, nimmt von Prokaryonten zu Eukaryonten ab, jedoch 
nimmt die Komplexität der Enzyme in gleicher Weise zu. Es bilden sich sog. Cluster-
Gene, die für multifunktionelle Enzyme kodieren11. Die sechs Enzymaktivitäten, die für 
die de-novo-Biosynthese von UMP benötigt werden, sind beim Menschen in nur drei Ge-
nen verschlüsselt. Eines der Gene produziert ein großes Protein (ca. 200 kD), welches zur 
Homogenität gereinigt wurde. Dieses Protein enthält drei Enzymaktivitäten: (1) Carba-
moylphosphat-Synthetase, (2) Aspartat-Transcarbamoylase und (3) Dihydroorotase und 
ist verantwortlich für die ersten drei Schritte der Pyrimidinbiosynthese (trifunktionelles 
Enzym, auch als CAD bezeichnet)12,13,14,15,16,17. Der vierte Schritt, die Oxidation von Dihy-
droorotsäure zu Orotsäure, wird von einem Protein mit nur einer Enzymaktivität, der Dihy-
droorotat-Dehydrogenase, katalysiert. Die letzten beiden Schritte werden wiederum von 
einem Protein mit zwei Enzymaktivitäten (Orotat-Phosphoribosyltransferase und Oroti-
din-5'-Phosphat-Decarboxylase) katalysiert (bifunktionelles Enzym). 
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Die Reaktionsschritte der Pyrimidin-de-novo-Synthese sind in Abb. 1.2 aufgeführt und 
im Text näher erläutert. 
 
 
L-Glutamin + 2 ATP + CO2
UMP
ODCase (Orotidin-5´-Phosphat-Decarboxylase, EC 4.1.1.23)
Carbamoyl-Phosphat
CPSase (Carbamoyl-Phosphat-Synthetase, EC 6.3.5.5)
ATCase (Aspartat-Transcarbamoylase, EC 2.1.3.2) 





DHOase (Dihydroorotase, EC 3.5.2.3)
Dihydroorotat
2 H+









Abb. 1.2: Die Pyrimidin-de-novo-Synthese18 
 
 
Anders als bei den Purinen wird bei den Pyrimidinen der heterocyclische Ring unabhängig 
von der Ribose aufgebaut und erst nach Fertigstellung mit dem Zucker verknüpft. Die Bio-
synthese des Pyrimidinrings beginnt mit der Bildung von Carbamoylphosphat. Dabei bil-
den Glutamin und HCO3- die Ausgangsstoffe, die von der Carbamoyl-Phosphat-Synthe-
tase (CPSase, EC 6.3.5.5) unter Aufwendung zweier Moleküle ATP zu Carbamoyl-Phos-
phat, welches ein großes Gruppenübertragungspotential hat, umgesetzt werden. Die Syn-
these dieses aktivierten Carbamoylgruppendonors ist bei Eukaryoten kompartimentiert. An 
dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass zwei verschiedene Enzyme zur Bildung von Car-
bamoylphosphat existieren. Die zur Synthese der Pyrimidine dienende Carbamoyl-Phos-
phat-Synthetase (auch Carbamoyl-Phosphat-Synthetase II genannt) kommt im Cytosol al-
ler kernhaltigen Zellen vor. Carbamoyl-Phosphat-Synthetase I hingegen ist in den Mito-
chondrien von Leberzellen (und in geringem Maße von Darmzellen) lokalisiert und dient 
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zur Bildung von Carbamoylphosphat für die Harnstoffsynthese, wobei Ammoniak anstatt 
Glutamin als Stickstoffdonor verwendet wird. 
 
Die Schrittmacherreaktion der Pyrimidinbiosynthese ist die Bildung von N-Carbamoyl-As-
partat aus Aspartat und Carbamoylphosphat. Diese Carbamoylierung wird von der Aspar-





















Carbamoyl-Phosphat           Aspartat  N-Carbamoyl-Aspartat
-
 
Abb. 1.3: Pyrimidin-de-novo-Synthese: Umsetzung von Carbamyl-Phosphat und Aspartat 
 zu Carbamoyl-Aspartat durch die Aspartat-Transcarbamoylase (ATCase). 
 
 
Im dritten Schritt (Abb. 1.4) katalysiert die Dihydroorotase (DHOase, EC 3.5.2.3) die in-
tramolekulare Kondensation von Carbamoyl-Aspartat zu Dihydroorotat (DHO), welches 
im weiteren von der in der mitochondrialen Membran lokalisierten Dihydroorotat-Dehy-


















Abb. 1.4: Pyrimidin-de-novo-Synthese: Intramolekularer Ringschluß von Carbamoyl-Aspartat 














        Dihydroorotat-Dehydrogenase 
Dihydroorotat                                                                                        Orotat
NAD+                   NADH + H+
 
 
Abb. 1.5: Pyrimidin-de-novo-Synthese: Oxidation von Dihydroorotat zu Orotat durch die Di-
hydroorotat-Dehydrogenase (DHODH). 
                                                          
a Aspartat-Carbamoyltransferase 
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Unter der katalytischen Wirkung des Enzyms Orotat-Phosphoribosyltransferase (OPRTa-
se, EC 2.4.2.10) reagiert das Orotat mit Phosphoribosyl-Pyrophosphat (PRPP) unter Phos-
phatabspaltung zu Orotidin-5´-phosphat (OMP) (Abb. 1.6), welches wiederum von Oro-
tidin-5'-Phosphat-Decarboxylase (ODCase, EC 4.1.1.23) zu Uridin-5´-phosphat (UMP) 
























Abb. 1.6: Pyrimidin-de-novo-Synthese: Bildung von Orotidinmonophosphat (OMP) durch 
































Abb. 1.7: Pyrimidin-de-novo-Synthese: Decarboxylierung von Orotidinmonophosphat (OMP) 




UMP dient als Ausgangsprodukt für weitere Pyrimidin-Nukleotide wie UDP, UDP-Gluco-
se, UTP, CTP und deren Derivate. Die Enzyme Nukleosid-Monophosphat-Kinase 
(EC 2.7.4.13) und Nukleosid-Diphosphat-Kinase (EC 2.7.4.6) übertragen zur Synthese 










8                                                                                                                                          Kapitel 1: Einleitung                                    
UDP-Glucose-Pyrophosphorylase (UGPase, EC 2.7.7.9) katalysiert die Synthese von 











































Glc-1-P       PPi
UGPase
UTP                                                                                 UDP-Glucose
-
- - - - -
 
 
Abb. 1.8: Folgereaktionen der Pyrimidin-de-novo-Synthese: Bildung von UDP-Glucose aus 




Mit Hilfe der CTP-Synthase (CTPSase, EC 6.3.4.2) wird aus Uridin-5'-triphosphat (UTP)  







































ATP         ADP
NH3          Pi
CTPSase
UTP                                                                                         CTP
--
- - - - - -
 
 
Abb. 1.9: Folgereaktionen der Pyrimidin-de-novo-Synthese: Aminierung von UTP zu CTP 
durch die CTP-Synthase (CTPSase, EC 6.3.4.2). 
 
 
Die Regulation der Pyrimidinbiosynthese erfolgt hauptsächlich durch die Carbamoyl-
phosphat-Synthetase-Aktivität. Diese wird von UTP gehemmt und von Phosphoribosyl-
pyrophosphat (PRPP) aktiviert. Die beiden Liganden verändern die Affinität des Enzyms 
für ATP und nehmen damit einen Einfluß auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Die Bindung 
von UTP an das trifunktionelle Enzym CAD führt zu einer Erniedrigung der Affinität und 
folglich zu einer Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit, während PRPP die Affini-
tät und damit die Reaktionsgeschwindigkeit erhöht19,20. Neben der allosterischen Regulati-
on durch den Inhibitor UTP und den Aktivator PRPP wird die Carbamoylphosphat-
Synthetase-Aktivität auch durch MAPK (Mitogen-aktivierte Protein-Kinase)-und PKA 
(Protein-Kinase A)-vermittelte Phosphorylierung kontrolliert. Die MAP-Kinase phospho-
ryliert das multifunktionelle Protein CAD, dessen Konformation sich dadurch ändert. Dies 
führt zur Änderung der allosterischen Eigenschaften der Carbamoylphosphat-Synthetase II, 
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sodass in der phosphorylierten Form die Aktivierbarkeit durch PRPP deutlich erhöht, die 
Hemmbarkeit durch UTP hingegen deutlich erniedrigt ist. Somit wird durch die MAPK-
Phosphorylierung insgesamt die Geschwindigkeit der Pyrimidinbiosynthese beschleunigt. 
Die PKA-Phosphorylierung erniedrigt die Affinität des Enzyms für beide allosterischen 
Modulatoren21,22,23. 
Desweiteren findet eine Rückkopplung auf der Ebene der Intermediärprodukte statt. Hier-
bei hemmt Orotat sowohl die cytosolische Dihydroorotase als auch die mitochondriale 
Dihydroorotat-Dehydrogenase. Orotidinmonophosphat-Decarboxylase ist ein weiteres re-
guliertes Enzym der Pyrimidinbiosynthese. Auf dieses Enzym wirkt UMP inhibie-
rend, jedoch eher im Sinne einer permanenten Dämpfung der UMP-Synthese als im Sinne 
einer rückgekoppelten Anpassung. Diese Kontrollstelle dient der Aufrechterhaltung des 
Verhältnisses von Uridin zu Cytidin. Die Regulation der CTP-Bildung aus UTP erfolgt 
durch allosterische Produkthemmung. Durch Bindung von CTP an ein allosterisches Zen-
trum der CTP-Synthetase kommt es zur Erhöhung des Km-Wertes des Enzyms zum Subs-
trat UTP und folglich wird die Synthesegeschwindigkeit erniedrigt. Durch GTP hingegen 
wird die CTP-Synthetase aktiviert.  
 
Die Pyrimidin de-novo Synthese kann durch PALA [N-(Phosphonacetyl)-L-aspartat], ei-
nem potentem Inhibitor der Aspartat-Transcarbamoylase,24,25 inhibiert werden. 
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1.2.2 Der Pyrimidin-Salvage-Pathway 
 
Salvage- (zu dt. „Bergung“, „Rettung“, „wiedergewonnenes Material“) Stoffwechselwege 
erfüllen verschiedene physiologische Aufgaben. Sie haben eine wichtige Rolle in der Wie-
derverwertung von Nukleotiden, Nukleosiden und Nukleobasen. Unter physiologischen 
Bedingungen beginnt der Pyrimidin-„Salvage-Pathway“ eher auf der Stufe der Nukleoside 
als auf der Stufe der Nukleobasen, während bei den Purin-„Salvage“-Stoffwechselwegen 
die Purinbasen (Adenin, Guanin, Hypoxanthin) wiederverwendet werden.  
 
Moyer et al. untersuchten den Metabolismus von Pyrimidin-Nukleosiden im Plasma von 
Mäusen. Sie konnten zeigen, dass Uridin und Cytidin sehr rasch aus dem Plasma entfernt 
werden. Die Halbwertszeit beträgt weniger als 5 Minuten. Uracil, Desoxycytidin, Desoxy-
uridin und Thymidin werden langsamer (t½ von 9-13 Minuten) aus dem Plasma entfernt. 
Während Cytidin und Uridin überwiegend (zu mehr als 50 %) in die jeweiligen Nukleotide 
umgewandelt werden, wird Uracil fast vollständig abgebaut. Thymidin, Desoxyuridin und 
Desoxycytidin werden zu 8,9-21 % in Salvage-Stoffwechselwegen wiederverwertet26. Des-
weiteren konnten Moyer et al. zeigen, dass 30-40 % des intravenös applizierten [3H]Uri-
dins in Mäusen in Uracil-Nukleotide umgewandelt wurde, während weniger als 0,3 % des 
intravenös applizierten [3H]Uracils verwertet wurde27. 
 
Als zentrales Zwischenprodukt der De-novo-Synthese kann Uridin-5´-monophosphat 
(UMP) erneut zum Aufbau von anderen Pyrimidin-Nukleotiden wie Cytidin-5´-mono-
phosphat (CMP), Desoxycytidin-5´-monophosphat (dCMP) und Thymidin-5´-monophos-
phat (TMP) genutzt werden28,29. Man kann nicht von „dem“ Salvage-Pathway im Nukleo-
tidstoffwechsel sprechen. Vielmehr handelt es sich um eine Reihe von Reaktionen, welche 
Desoxypyrimidinmonophosphate (dPMP) und Pyrimidinmono-phosphate (PMP) wieder in 
UMP oder CMP umwandeln.  
 
Die Pyrimidin-Ribonukleoside Uridin und Cytidin werden bevorzugt über das Enzym Uri-
din-Cytidin-Kinase (UCK, EC 2.7.1.48) (Abb. 1.10), einem geschwindigkeitsbestimmen-
den Enzym aus dem Pyrimidin-Salvage-pathway, aber auch über das unspezifische Enzym 


















ATP                    ADP






Abb. 1.10: Pyrimidin-salvage-pathway: Bildung von UMP aus Uridin durch die Uridin-Cytidin- 
Kinase. 
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Uridinmonophosphat und Cytidinmonophosphat werden nachfolgend durch die Nukleosid-
phosphat-Kinase (ATP:UMP Phosphotransferase, EC 2.7.4.4)32,33 bzw. die humane 
UMP/CMP-Kinase (Cytidylat-Kinase; EC 2.7.4.1434) zu UDP bzw. CDP und durch die 
Nukleosid-Diphosphat-Kinase (EC 2.7.4.6)35,36,37 weiter zu UTP und CTP phosphoryliert.  
 
Nach Van Rompay et al.34 wird dTMP durch die dTMP-Kinase (Thymidylat-Kinase, Thy-
midinmonophosphat-Kinase EC 2.7.4.9), der zweiten in Säugetierzellen vorkommenden 
Nukleosid-Monophosphat-Kinase phosphoryliert. 
 
Uracil kann auf zwei verschiedenen Wegen zu UMP regeneriert werden. Zum einen kann 
es durch die Uracil-Phosphoribosyltransferase (UPRTase, EC 2.4.2.9) unter Konden-
sation mit 5'-Phosphoribosyl-α-pyrophosphat (PRPP) direkt in das korrespondierende Mo-
nophosphat UMP umgewandelt werden (Abb. 1.11). Zum anderen kann Uracil mit Uridin 
als Zwischenprodukt über die Uridin-Cytidin-Kinase in UMP umgewandelt werden. Die 
UPRTase übernimmt hierbei den größten Teil des Umsatzes. Die Bildung von UMP aus 
Uracil durch die Umwandlung in Uridin mithilfe der Uridin-Phosphorylase (EC 2.4.2.3) 
und nachgeschalteter Phosphorylierung durch die Uridin-Cytidin-Kinase ist dagegen ver-
nachlässigbar gering. Grenson konnte zeigen, dass die Uridin-Cytidin-Kinase-Reaktion in 





























Die Uridin-Phosphorylase ist ein Enzym, welches Uridin in Uracil umwandeln kann. Bei 
Verfügbarkeit der Substrate kann das Enzym zwar ebenfalls die Bildung des Nukleotids 
aus Uracil und Ribose-1-Phosphat katalysieren, jedoch scheint aufgrund der relativ hohen 
Konzentration an anorganischem Phosphat und der niedrigen Pentose-1-Phosphat-Konzen-
tration in der Zelle die Phosphorylase-Reaktion in der Regel (mit einigen Ausnahmen) nur 
in die eine Richtung, nämlich des Abbaus von Uridin, zu laufen. 
Die Uridin-Phosphorylase ist das wichtigste Enzym in der Uridin-Homöostase. Durch die 
Umwandlung von Uridin zu Uracil und dem nachfolgenden Abbau zu β-Alanin ist Uridin-
Phosphorylase für die strikte Kontrolle der Uridin-Konzentration im Plasma und in Gewe-
ben verantwortlich. Es sei an dieser erwähnt, dass drei Nukleosid-Phosphorylasen be-
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schrieben worden sind. Die Nukleosid-Phosphorylase (EC 2.4.2.2), die Uridin-Phosphory-
lase (EC 2.4.2.3) und die Thymidin-Phosphorylase (EC 2.4.2.4). Uridin- und Thymidin-
Phosphorylase unterscheiden sich bezüglich ihrer Substrat-Spezifität. Die Uridin-Phos-
phorylase ist relativ unspezifisch und akzeptiert neben Uridin auch Desoxyuridin, Desoxy-
thymidin, Fluordesoxyuridin und 5'-Desoxy-5-fluoruridin41,42,43,44 als Substrate. Die Thy-
midin-Phosphorylase dagegen akzeptiert bevorzugt Thymidin als Substrat und ist spe-
zifisch für Desoxyribonukleoside. Somit werden von diesem Enzym zwar Desoxyuridin, 
Fluordesoxyuridin und 5'-Desoxy-5-fluoruridin, aber nicht Uridin akzeptiert45,46,47,48,49.   
 
Cytosin wird durch die Pyrimidin-Nukleosid-Phosphorylase (EC 2.4.2.2) zu Cytidin und 
dieses wiederum durch die Cytidin-Desaminase (EC 3.5.4.5)50 zu Uridin umgewandelt, 









































Abb. 1.12: Pyrimidin-salvage-pathway: Bildung von UMP aus Cytosin 
 
 
Die Desoxyribonukleoside Thymidin und Desoxycytidin (dCytidin) können in ihre korres-
pondierenden Desoxy-Monophosphate umgesetzt werden. Dabei wird Desoxycytidin durch 
Desoxycytidin-Kinase (EC 2.7.1.74) zu dCMP phosphoryliert51. Alternativ kann dCytidin 
auch zu Desoxyuridin desaminiert werden. Das verantwortliche Enzym dafür ist die Des-
oxycytidin-Desaminase (EC 3.5.4.14)52. 
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Mit Desoxyuridin oder Thymidin als Substrat bildet die Thymidin-Kinase (EC 2.7.1.21) 
Thymidinmonophosphat (Abb. 1.13). Desoxyuridin, und somit auch Desoxycytidin, kann 
durch die Pyrimidin-Desoxyribonukleosid-2'-Hydroxylase (EC 1.14.11.3) zu Uridin um-
gesetzt werden53,54. Mit diesem Enzym ist eine Umverteilung von Desoxyribonukleotiden 





















ATP                    ADP






Abb. 1.13: Pyrimidin-salvage-pathway: Bildung von dTMP durch Thymidin-Kinase 
 
 
Canellakis konnte zeigen, dass Uracil in die RNA eingebaut werden kann. Allerdings wird 
dieser Einbau erst signifikant, wenn die mit dem Pyrimidin-Abbauweg assozierten Enzyme 
abgesättigt sind. Es scheint ein inverser Zusammenhang zwischen der Kapazität des Gewe-
bes, RNA zu synthetisieren und seiner Kapazität, Uracil abzubauen, zu geben. Es konnte 
gezeigt werden, dass normale, sich nicht teilende Gewebe (Leber von Ratten und Mäusen) 
eine hohe „Katabolismus-Kapazität“ und eine niedrige Kapazität für den Einbau in die 
RNA haben. Normale, aber sich schnell teilende Gewebe (intestinale Mukosa, sich erneu-
ernde Ratten-Leber) sowie malignes Gewebe (Hepatome, Ehrlich-Ascites-Zellen) zeigten 
indes eine niedrige „Katabolismus-Kapazität“ für Uracil, während die Einbaurate des Py-
rimidins in die RNA sehr hoch war. Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass das 
Wechselspiel zwischen den abbauenden und den aufbauenden Stoffwechselwegen für Ura-
cil einen wichtigen Weg für die Kontrolle der RNA-Bildung darstellt und somit Teil eines 
homöostatischen Mechanismus sein könnte, welches in Kombination mit anderen Faktoren 
die Rate der RNA-Synthese reguliert55,56,57. 
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1.2.3 Der Pyrimidin-Abbauweg 
 
Bei dem Pyrimidin-Abbauweg sind prinzipiell drei Enzyme beteiligt: Dihydropyrimidin-
Dehydrogenase (DPD, EC 1.3.1.2), Dihydropyrimidinase (DHPase, EC 3.5.2.2) und β-
Ureidopropionase58 (BUPase, EC 3.5.1.6). 
Uracil oder Thymin sind die Edukte für den Pyrimidinabbau. Diese werden in drei Schrit-
ten zu NH3, CO2 und β-Alanin bzw. R-β-Aminoisobutyrat abgebaut59,60,61,62. Die Schritt-
macherreaktion des Pyrimidin-Abbaus ist die Reduktion von Uracil oder Thymin durch die 
NADPH-abhängige Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (EC 1.3.1.2)63,64 zu 5,6-Dihydro-
uracil bzw. R-5,6-Dihydrothymin. Durch die Dihydropyrimidinase (5,6-Dihydropyridin-


















































Abb. 1.14: Pyrimidin-Abbau: Pyrimidin-Reduktion zu 5,6-Dihydropyrimidin durch die Dihydro-
pyrimidin-Dehydrogenase (EC 1.3.1.2) und hydrolytische Ringöffnung durch die 
Dihydropyrimidinase (EC 3.5.2.2). 
  
 
Alternativ zur NADPH-abhängigen Dihydropyrimidin-Dehydrogenase wurde von Camp-
bell (1957) im Organismus Clostridium uracilicum die NADH-abhängige Dihydro-
pyrimidin Dehydrogenase (EC 1.3.1.1) beschrieben65. Beide Reaktionen sind reversibel 
und unterscheiden sich lediglich in ihren Cofaktoren NADH und NADPH. 
β-Ureidopropionase (N-Carbamoyl-β-Alanin-Amidohydrolase, EC 3.5.1.6) ermöglicht in 
einem weiteren Schritt unter Abspaltung von NH3 und CO2 die irreversible Hydrolyse von 






                     Uracil                                    Dihydrouracil                     β-Ureidopropionat   
         






































Abb. 5.15: Pyrimidin-Abbau: irreversible Hydrolyse durch β-Ureidopropionase (EC 3.5.1.6).  
 
 
Nach Fritzson63 kommt der Oxidation von Dihydropyrimidin in vivo keine bedeutende me-
tabolische Funktion zu. Dies wird gestützt durch den hohen Km-Wert (2 mM) des Enzyms 
für Dihydropyrimidin und die irreversible β-Ureidopropionase-Reaktion66. 
 
 
Alternativer Abbauweg über Barbitursäure  
 
In den Bakterienstämmen Corynebakterium und Mycobakterium wurde ein weiterer Meta-
bolisierungsweg gefunden, bei dem Uracil nach Bildung aus Cytosin zunächst zur Barbi-































Abb. 1.16: Pyrimidin-Abbau in Bakterien: Abbau von Uracil zu Barbitursäure mittels Uracil-De-
hydrogenase und nachfolgend zu Harnstoff und Malonsäure durch die Barbiturase.  
 
 
β-Ureidopropionat                                β-Alanin   
  
     
              R-β-Ureidoisobutyrat                          R-β-Aminoisobutyrat 
A 
B 
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Für Thymin wurde ein ähnlicher Abbauweg formuliert, wobei zunächst 5-Methylbarbitur-
säure und nachfolgend NH3 + CO2 + H2O gebildet werden67,68,69. 
Lara konnte diesen Abbauweg auch in dem Bakterienstamm Nocardia corallina nachwei-
sen70,71. Caren und Morton injizierten 15N-markiertes Uracil (markiert an der Ureido-Grup-
pe)  in Menschen. Der größte Anteil des Radionuklids wurde als Harnstoff ausgeschie-
den72,73. Weiterhin konnten Ruthman, Cantarow und Paschkis an Ratten zeigen, dass bei 
einer i.v. Applikation hoher Dosen an [2-14C]Uracil bis zu 10 % des Radionuklids sich in 
Harnstoff wiederfindet74. Bis dato gibt es allerdings keine weiteren Berichte darüber, ob 
dieser Abbauweg tatsächlich in Säugetierzellen existiert oder nicht. 
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1.3 Transporter für Nukleoside und Nukleobasen 
 
Allgemein läßt sich der Transport von Substanzen durch Membranen in folgende Mecha-
nismen unterteilen: 
• rein passive Diffusion, 
• Carrier-vermittelter, passiver Transport, 
• aktiver Transport und 
• korpuskuläre Absorption (Phagozytose, Pinozytose).  
 
Bei der passiven Diffusion wandern die in Wasser und Lipiden löslichen Stoffe von allei-
ne – ohne Energieaufwand und ohne Beteiligung von Proteinen − durch die Membran. Da-
bei hängt die Diffusionsgeschwindigkeit allein von dem Konzentrationsunterschied der zu 
transportierenden Substanz zwischen Zellinnerem und Zelläußerem und dem Diffusions-
koeffizienten (Funktion des Lipid/Wasser-Verteilungskoeffizienten) dieser Substanz ab. 
Der Transport verläuft bei der passiven Diffusion immer in Richtung des Konzentrations-
gefälles ab und endet mit dem Ausgleich des Gradienten. Die Zelle hat hierbei keinen Ein-
fluss auf die Diffusionsvorgänge durch die Membran und folglich keine Möglichkeit, die 
diffundierenden Stoffe zu selektieren. Transportiert werden vor allem niedermolekulare 
und unpolare Substanzen, wohingegen Ionen und geladene bzw. polare Moleküle nur 
schlecht durch die Membran diffundieren. 
 
Bei dem Carrier-vermittelten, passiven Transport erleichtern Carrierproteine, soge-
nannte Permeasen (integrale Membranproteine), die passive Diffusion durch die Mem-
bran. Die Diffusionsgeschwindigkeit wird dadurch im Vergleich zur reinen passiven Diffu-
sion erheblich erhöht. Für die Permeasen existiert eine maximale Transportgeschwindig-
keit, wodurch der Transport sättigbar ist. Das Konzentrationsgefälle stellt auch bei dem 
Carrier-vermittelten, passiven Transport die treibende Kraft dar, wobei auch hier der 
Transport immer in Richtung des Konzentrationsgefälles verläuft. Der Transport ist aller-
dings im Vergleich zur rein passiven Diffusion substanzspezifisch und kann durch Inhi-
bitoren der Transportproteine gehemmt werden. Carbonsäuren und Alkohole sind Beispiele 
für Stoffe, die durch Carrier-vermittelten passiven Transport in die Zelle gelangen. 
 
Der aktive Transport ist dadurch gekennzeichnet, dass Substanzen unter Energiever-
brauch, meist ATP-Hydrolyse, entgegen einem Konzentrationsgefälle transportiert werden 
können. Dabei kann die zu transportierende Substanz bis zu zehntausendfach aufkonzen-
triert werden. Der Transport erfolgt durch ein oder mehrere Proteine und ist substanzspezi-
fisch. Auch hier existiert eine maximale Transportgeschwindigkeit, die durch die Anzahl 
der Transportproteine in der Zellmembran und ihre katalytischen Konstanten definiert 
ist. Zucker, Aminosäuren und viele andere, meist polare niedermolekulare Stoffe werden 
durch aktiven Transport in die Zellen aufgenommen. 
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Als korpuskuläre Absorption (Endozytose, Pinozytose, Phagozytose) bezeichnet man die 
Aufnahme von zellfremdem Material in die Zelle durch Ausstülpungen und Abschnüren 
von Teilen der Zellmembran unter Entstehung von Vesikeln. Die Endozytose wird nach 
Art des Partikels unterteilt in Phagozytose (Aufnahme von Feststoffpartikeln) und Pinozy-
tose (Aufnahme von flüssigen oder gelösten Substanzen). Die Pinozytose ist ein kontinu-
ierlicher Prozess und tritt fast in allen Zelltypen auf (häufig in Darmepithelzellen). Die Ve-
sikelgröße beträgt ca. 50-400 nm. Die Phagozytose tritt nur bei spezialisierten Zel-
len − Neutrophile, Makrophagen, Amöben, Mikroglia (Gehirnmakrophagen) – und im Ge-
gensatz zur Pinozytose nicht kontinuierlich, sondern nur bei Bedarf auf. Diese Prozesse 






Die meisten Nukleoside und Nukleosid-Analoga, einschließlich der Nukleoside mit anti-
neoplastischer und/oder antiviraler Aktivität, sind hydrophil und benötigen damit Plasma-
membran-Nukleosid-Transporter (NT), um in die Zellen aufgenommen bzw. aus den Zel-
len freigesetzt zu werden. NT-vermittelter Transport stellt infolgedessen einen bestimmen-
den Faktor für den Metabolismus sowie für die pharmakologische Wirkung von Nuk-
leosid-Analoga dar. In Humanzellen sowie auch in anderen Säugetierzellen und -geweben 
sind zur Zeit acht Nukleosid-Transport-Systeme bekannt, welche sich in Kationen-Abhän-
gigkeit, Substrat-Selektivität und Inhibitor-Sensitivität voneinander unterscheiden. Die 
Nukleosid-Transport-Proteine werden auf der Basis der funktionellen und pharmakologi-
schen Charakteristika wie dem Transport-Mechanismus (e = „equilibrative“, Na+-unabhän-
gig, c = „concentrative“, Na+-abhängig), der Sensitivität gegenüber dem Nitrobenzylmer-
captopurin-Ribosid (Abb. 1.17) (s = „sensitive“, i = „insensitive“) und der Selektivität ge-
genüber Substratmolekülen klassifiziert (Tab. 1.1).  
 
Die equilibrativen (Na+-unabhängigen) Nukleosid-Transporter (es und ei) besitzen 11 
transmembranäre Domänen. Das Vorkommen dieser Permeasen scheint den Eukaryonten 
vorbehalten zu sein. Es gibt bis dato keine Anhaltspunkte dafür, dass sie auch in Prokary-
onten vorkommen75. ENT1 und ENT2 wurden sowohl aus menschlichem als auch aus Rat-
ten-Plazenta isoliert. Der humane Transporter hENT1 wird bereits durch niedrige Konzen-
trationen (0,1-100 nM) an Dipyridamol und Dilazep (Abb. 1.17) inhibiert, während 
hENT2 eine viel niedrigere Sensitivität aufweist. Im Gegensatz dazu sind die Rattenhomo-
logen rENT1 und rENT2 beide insensitiv gegenüber Dipyridamol und Dilazep, welche 



































































Die Na+-abhängigen Nukleosid-Transporter transportieren die Nukleoside entgegen ei-
nem Konzentrationsgradienten in die Zelle − gekoppelt mit einem entlang des Konzentra-
tionsgradienten ablaufenden Na+-Transport79. Diese Transporter benutzen den physiologi-
schen Na+-Gradienten (~140 mM außen > 5-10 mM innen), erzeugt von der ubiquitär vorkom-
menden Na+/K+-ATPase, welche 1957 erstmals von dem dänischen Physiologen Jens Skou 
beschrieben wurde80. 
Transporter dieser Familie weisen 13 transmembranäre Domänen auf und können neben 
den Nukleosiden auch die Nukleobasen Adenin, Guanin, Xanthin, Cytosin, Thymin und 
Uracil transportieren. Transporter dieser Familie wurden sowohl in Prokaryonten als auch 
in Eukaryonten nachgewiesen, allerdings wurden bis zu dem jetzigen Zeitpunkt noch keine 
Vertreter in Protozoen und Pflanzen gefunden. Der erste eukaryotische Nukleosid-
Transporter, dessen Gen kloniert wurde, gehört zu dieser Gruppe81. 
 
Das N1 (cif) System ist selektiv für Purine, wobei Guanosin und Formycin D die üblicher-
weise verwendeten Substrate sind. Der N2 (cit) Transporter ist selektiv für Pyrimidine und 
Thymidin ist das gebräuchliche „Testsubstrat“. Beide Typen wurden bereits von Mensch 
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und Ratte geklont (hCNT1/rCNT und hSPNT/SPNTT). Der N3 (cib) Transporter hat eine 
niedrige Substratspezifität und kann sowohl Purine als auch Pyrimidine transportieren. 
hCNT3 und mCNT3 stellen die korrespondierenden geklonten Proteine in Mensch und 
Maus dar82. 
Das vierte System N4 hat eine ähnliche Substrat-Selektivität wie der N2 Transporter, aller-
dings können von diesem Transporter zusätzlich auch Adenosin und Guanosin tranportiert 
werden. Der im Vergleich zu den anderen weniger gut charakterisierte N5 (cs) Transporter 
ist im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Na+-abhängigen Transportern Nitrobenzyl-
mercaptopurin-Ribosid-sensitiv und ist selektiv für Adenosin und Formycin B.  
 
Die beiden Na+-unabhängigen Systeme es und ei sind in Säugetierzellen weit verbreitet, 
während die Na+-abhängigen Transporter bisher nur in bestimmten Säugetierzellen − in 
spezialisierten Epithelien des Darmes83, der Niere84, der Leber85,86,87,88, in bestimmten 
Hirnregionen89, Plexus choroideusb,90, Mikroglia91, in den Splenozyten (Milzzellen)92, 
Makrophagen93 und Leukämiezellen94 − identifiziert worden sind81. Konzentrationsabhän-
gige NT-Transkripte wurden auch im Herz, in der Skelettmuskulatur, in der Plazenta und 
im Pankreas gefunden. 
 
Die funktionelle Expression der Nukleosid-Transporter ist abhängig vom Zell-Typ. Zusätz-
lich variieren die NT-Aktivitäten in Abhängigkeit von der Wachstumsphase95, der Zell-
Differenzierung96,97 sowie neoplastischer Transformation98. Epithelien (z.B. Darm und 
Niere) und einige nicht-polarisierte Zellen (z.B. Leukämiezellen) koexprimieren sowohl 
die Na+-abhängigen („concentrative“) als auch die Na+-unabhängigen („equilibrative“) 
Nukleosid-Transporter, wohingegen andere nicht-polarisierte Zellen (z.B. Erythrozyten) 
nur Na+-unabhängige Nukleosid-Transporter aufweisen99.  
 
Die Nukleosid-Transporter und die entsprechenden Affinitätskonstanten sind in Tab. 1.1, 














                                                          
b Ein speziell geformtes arteriovenöses Gefäßkonvolut in den Hirnventrikeln, das für die Produktion von 
Liquor verantwortlich ist. 
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Sensitivität Substrat-Spezifität Gewebe-Spezifität 
 
es - + Purin -und Pyrimidin Nukleoside 
weit verbreitet in Säu-
getierzellen 
ei - - Purin -und Pyrimidin Nukleoside 
weit verbreitet in Säu-
getierzellen 
 










cit (N4) + - Pyrimidin-Nukleoside, Adenosin, Guanosin Humane Nierenzellen 
cib (N3) + - Purin -und Pyrimidin Nukleoside 
Humane kolorektale, 
leukämische Zellen, 
CP (Choroid Plexus), 
Mikroglia 
cs (N5) + + Adenosin-Analoge Humane Leukämiezel-len 
csg (N6) + + Guanosin Akute promyelozyti-sche Leukämiezellen 
NBMPR: Nitrobenzylmercaptopurin-Ribosid; es: „equilibrative, sensitive to NBMPR“; ei:  „equilibra-
tive, insensitive to NBMPR“; cif (N1): „concentrative, insensitive to NBMPR“, Guanosin und Formy-
cin B sind die geläufigen Substrate; cit (N2): „concentrative, insensitive to NBMPR“, Thymidin ist 
das übliche Testsubstrat; cib (N3): „concentrative, insensitive to NBMPR“, breite Substratspezifität; 
cs (N5):  „concentrative, sensitive to NBMPR“; cgs (N6): „concentrative, sensitive to NBMPR“, ak-
zeptiert Guanosin als Substrat; die korrespondierenden geklonten NT-Proteine in Menschen und 
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Tab. 1.2: Affinitätskonstanten für ENT-Nukleosid-Transporter in Säugetieren 
Transporter (Spezies) Substrat Km-Werte bzw. Ki-Werte 
Adenosin 40 ± 4 µM  
Guanosin  140 ± 10 µM  
Inosin 170 ± 20 µM 
Uridine 260 ± 20 µM 
Thymidin 300 ± 30 µM 
hENT1103 (es-Typ) 
(Homo sapiens) 
→ Hemmung durch 
NBMPR, Dipyridamol, Di-
lazep und Draflazin  Cytidin 580 ± 110 µM 
Adenosin +  
Guanosin  + 
Inosin + 
Uridine 150 ± 20 µM 
Thymidin + 
Cytidin + 
rENT177 (es-Tpy)  
(Rattus norvegicus) 
→ NBMPR-sensitiv, 
keine Hemmung durch Di-
pyridamol und Dilazep) 
Uracil k.I. bei 2 mM 
Adenosin 140 ± 20 µM  
Inosin 50 ± 6 µM 
Uridin 250 ± 40 µM 
Thymidin 710 ± 50 µM 
Cytidin 5610 ± 420 µM 
Hypoxanthin 700 ± 100 µM  
Adenin 1100 ± 100 µM  
Thymin 1700 ± 100 µM  
hENT276,77,103,104 (ei-Tpy) 
 (Homo sapiens)  
→ weniger sensitiv gg. In-
hibitoren als ENT1 
Uracil 2600 ± 400 µM  
Uridin 300 ± 40 µM 
Hypoxanthin 1000 ± 100 µM 
Adenin 2500 ± 100 µM 
Thymin 1300 ± 100 µM 
rENT277 (ei-Typ) 
(Rattus norvegicus) 
 → keine Hemmung durch 
NBMPR, Dipyridamol und 
Dilazep) Uracil 1800 ± 200 µM 
Abkürzungen: k.I.: keine Inhibition in der angegebenen Konzentration; +: Inhibition des Trans-
ports, Ki-Wert nicht bestimmt 
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Tab. 1.3: Affinitätskonstanten für CNT-Nukleosid-Transporter in Säugetieren 
CNT-Transporter 
Uridin 3,1 ± 0,3 µM hCNT1 (N2, cit)105 
→ bevorzugter Transport 
von Pyrimidinen Thymidin 2,6  ± 0,1 µM 
Guanosin bevorzugtes Substrat106 
Adenosin 6 ± 1 µM107  
2-Desoxyadenosin 30 ± 7 µM107 
Inosin 4,5 ± 1 µM
107 
13,7 ± 8,1 µM108 
hCNT2 (hSPNT1)(N1, cif) 
→ bevorzugter Transport 
von Purinen 
Uridin 
80 µM ± 10107  
116 ± 7 µM108 
Guanosin bevorzugtes Substrat105 
Inosin 28,1 µM ± 7,1108 
rCNT2 (rSPNT1)(N1, cif) 
→ bevorzugter Transport 
von Purinen Uridin 20,6 µM ± 5,6
108 
Uridin 21,6 ± 5,4 µM 
Cytidin 15,4 ± 2,7 µM 
Thymidin 21,2 ± 6,3 µM 
Adenosin 15,1 ± 1,8 µM 
Guanosin 43,0 ± 6,6 µM 
hCNT382 (N3, cib) 
(Homo sapiens) 
Inosin 52,5 ± 12,6 µM 
 
 
Bisher wurden mehrere Nukleosid-Transporter Systeme in der Blut-Hirn- sowie der Blut-
Liquor-Schranke identifiziert (Abb. 1.18). Kalaria et al. und Thomas et al. konnten an-
hand von kultivierten Endothelzellen und isolierten Hirnkapillaren zeigen, dass cit/N2, es-
und ei-Nukleosid-Transporter in der Blut-Hirn-Schranke exprimiert werden109,110. Mit in-
vitro-Studien an isoliertem Plexus choroideus (Kaninchen) konnten überdies mehrere NT-
Systeme (es, ei, N3) identifiziert werden, welche am Transport von sowohl Ribo- als auch 
Desoxyribonukleosiden am Plexus choroideus beteiligt sind109,111,112. In in-vivo-Experi-
menten konnte nachgewiesen werden, dass sowohl N3 als auch ei Systeme Nukleoside 
vom Blut in die Zerebrospinalflüssigkeit transportieren111. Durch Einsatz der Methoden 
RT-PCR, Northern Blot und in-situ-Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass ENT1, ei 
und es Systeme im Human- und Ratten-Hirn weit verbreitet sind113,114. 
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Abb. 1.18: Nukleosid-Transport-Systeme in der Blut-Hirn-Schranke (BBB: „blood-brain-bar-
rier“) und im Plexus choroideus (CP). Obwohl die spezifische Lokalisation der NT-
Systeme in der Blut-Hirn- und Blut-CSF-Schranke nocht nicht genau bekannt sind, 
ist die vorhergesagte Verteilung dieser charakterisierten Nukleosid-Transporter 
aufgeführt. Die Pfeile sollen die Richtung des Transportes verdeutlichen100,102.  
 
 




Transporter für Nukleobasen kommen in allen eukaryotischen (Pflanzen, Tieren und Men-
schen) sowie auch in prokaryotischen Zellen (Bakterienzellen) vor. Nukleobasen-Trans-
porter wurden intensiv in Mikroorganismen untersucht. Prozesse in Säugetierzellen sind 
weniger gut untersucht, obwohl bereits sowohl equilibrative als auch Na+-abhängige Nuk-
leobasen-spezifische (Tab. 1.6) Transporter in verschiedenen Zelltypen und Geweben be-
schrieben worden sind. Nukleobasen-Transporter wurden bereits aus Bakterien, Pilzen und 
Pflanzen kloniert und werden drei verschiedenen Familien zugeordnet: (a) „Nucleobase-
ascorbate transporter family“ (NAT), (b) „Plant purine-related transporter family“ (PUP), 
(c) „microbial purine-related transporter family“ (PRT). Von diesen drei Familien weist 
nur eine (NAT) bekannte Orthologe (SVCT1 und SVCT2) in Säugetieren auf. In silico A-
nalysen zeigen, dass keine PRT- oder PUP-ähnliche Sequenzen im Protozoen- oder Säuge-




Tab. 1.4: Nukleobasen-Transporter-Familien115 















Archaea, Pilze Säugetiere 
(einschließl. Menschen) 
nur Pflanzen Pilze, Bakterien, Ar-chaea, Pflanzen 
Transporter 
Purin-Transporter: 
 PbuX (Bacillus) 
 UapA und UapC 
(Aspergillus) 
 Lpe1 (Mais) 
Uracil-Transporter: 
 UraA (E. coli) 
 PyrP (B. species) 
Säugetier-Ascorbat-
Transporter: 
 SVCT 1 und SVCT2 
AtUPS (Arabi-
dopsis thaliana)  
→ das einzige 




in S. cerevisiae [FUR4] 





in S. Cerevisiae 
 Cytosin-Transporter 
(CodB) in E. coli 
 
 
Säugetierzellen besitzen sowohl passive als auch aktive Transportsysteme für Nukleoba-
sen, die in verschiedenen Zell-Typen und Geweben charakterisiert worden sind. Allerdings 
konnte bis dato noch kein Gen kloniert werden, welches für ein entsprechendes Transpor-
ter-Protein kodiert. Der Nukleobasen-Transport in humanen Erythrozyten ist bereits gut er-
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forscht. Es handelt sich hierbei um einen hochaffinen Transporter, der spezifisch für Purin-
Nukleobasen ist. Nukleoside und Pyrimidin-Nukleobasen haben wenig oder keinen Effekt 
auf diesen Transporter, während eine Reihe von Guanin-Analoga wie z.B. die acyclischen 
Nukleoside Aciclovir, Ganciclovir und Carbovir (niedrigaffine) als Substrate akzeptiert 
werden. Der Erythrozyten-Nukleobasen-Transporter wird durch die Nukleosid-Transport-




Tab. 1.5: Affinitätskonstanten für den humanen Erythrozyten-Nukleobasen-Transporter  
 
Substrate Km-Werte 
Hypoxanthin 180 ± 12 µM
116 
Adenin 13 ± 1 µM116 
Guanin 37 ± 2 µM116 
Uracil 5800 ± 700 µM117 
5-Fluoruracil ~ 4000 µM♦117 
Aciclovir 260 ± 20 µM118 
Ganciclovir 890 µM119 




In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass in Säugetierzellen Natrium-unab-
hängige Nukleobasen-Transporter vom Typ es und ei existieren. In S49-Maus-Lymphom-
zellen z.B. konnte ein NBMPR-sensitiver Nukleobasen-Transporter identifiziert wer-
den. Es wurde ein Km-Wert von 800 µM für Hypoxanthin und 300 µM für Adenin ermit-
telt121. CHO-Zellenc enthalten u.a. einen Nukleobasen-Transporter vom ei-Typ, der in der 
Lage ist, Hypoxanthin (Km = 2,5 mM ± 0,3 mM) und Uracil (Km = 10,9 ± 1,6 mM) zu 
transportieren. Zudem besitzen die equilibrativen Nukleosid-Transporter hENT2 und 




Weiterhin wurden bereits Natrium-abhängige Nukleobasen-Transporter in verschiedenen 
Geweben beschrieben. Die Tab. 1.6 gibt einen Überblick über diese Nukleobasen-Trans-
porter und die ermittelten Affinitätskonstanten. 
 
 
                                                          
c Zellen aus dem Eierstock chinesischer Hamster 
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Tab. 1.6: Affinitätskonstanten für Natrium-abhängige Nukleobasen-Transporter in Säuge-
tierzellen 
 
Km   -bzw. Ki-Werte für die Substrate [µM] Natrium-
abhängige Nukle-
obasen-
Transporter in Uracil 
5-Fluor-
uracil Thymin Cytosin Adenin Guanin 
Hypo-
xanthin 
Herzmyozyten122 7,2 - 5,5 - k.I. 6,4 8,1 




2,9 3,3 3,5 k.I. k.I. 5,8 0,79 
Nieren-Cortex125 30 20 7,6 - k.I. 1,8 4,4 
Choroid Plexus126 64,6 - + + 77,9 + 31 
Dünndarm127 + 74 + k.I. - - - 
Jejenum128,129 47128 25128 21128 - k.I.129 k.I.129 - 
Abkürzungen: k.I.: keine Inhibition; +: Inhibition vorhanden, aber kein Ki-Wert bestimmt 
 
 
Die zwei pflanzlichen Transporter AtUPS1 und AtUPS2 (Arabidopsis thalianad) sind Pro-
tonen-gekoppelte Transporter für Uracil. Sie sind die ersten identifizierten Proteine in hö-
heren Eukaryonten, die Uracil und Thymin transportieren können. Für Uracil wurde ein 
Km-Wert von 5,9 ± 0,7 µM (AtUPS1) bzw. 6,2 ± 1,6 µM (AtUPS2) ermittelt130.  
 
In Protozoen spielen Nukleobasen-Transporter eine weitaus wichtigere Rolle als in Säuge-
tierzellen, da einige nicht in der Lage sind, Purin- bzw. Pyrimidinbiosynthese durchzufüh-
ren. Nukleobasen-Transporter in Protozoen zeichnen sich durch eine im Vergleich zu Säu-
getier-Transportern höhere Affinität für die Substrate aus. In Trypanosoma brucei bruceie 
sind bis dato vier Nukleobasen-Transporter identifiziert worden: H1, H2 und H3, welche 
alle natürlich vorkommende Purin-Basen außer Harnsäure transportieren und TbU1-
Uracil-Transporter, welcher auch durch 5-Fluoruracil inhibiert werden kann131. Kürzlich 
                                                          
d Arabidopsis thaliana (Acker-Schmalwand) ist eine relativ häufige, unscheinbare, niedrige krautige Pflanze 
aus der Familie der Kreuzblütler (Brassicaceae). Sie ist seit den 1940er Jahren als Modellorganismus in der 
Genetik etabliert. Das Genom von Arabidopsis thaliana ist komplett sequenziert. 
 
e Trypanosomen (griech. Bohrkörper) sind einzellige, begeißelte Protozoen (Flagellaten), die als Parasiten in 
vielen Warm- und Kaltblütlern vorkommen. Die Art T. brucei gehört zum gut untersuchten Typ der so ge-
nannten afrikanischen Trypanosomen, die unter anderem in Zentralafrika beim Menschen die Schlafkrank-
heit hervorrufen und beim Blutsaugen mit dem Speichel der Tsetse-Fliege übertragen werden (T. brucei rho-
desiense und T. brucei gambiense). Die Unterart T. brucei brucei ist nicht humanpathogen, jedoch Verursa-
cher der Nagana, einer in Afrika vorkommenden Tierseuche.  
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wurde von Papageorgiou et al. ein hochaffininer Uracil-Transporter in Leishmania major 
(LmU1) identifiziert, welcher Ähnlichkeiten mit dem TbU1-Uracil-Transporter auf-
weist132. Mit TbNBT1 (Trypanosoma brucei brucei, mit großer Homologie zum TbAT1 
Adenosin-Transporter) wurde 2003 der erste hochaffine Protozoen-Nukleobasen-Transpor-
ter kloniert. Dieser Transporter wird der „ENT-Gen-Familie“ zugeordnet und zeigt eine 
hochaffine Transport-Aktivität für Adenin und Hypoxanthin sowie auch für Xanthin, Gua-
nin, Guanosin und Allopurinol133. Desweiteren weist der Plasmodium-falciparumf-Nukleo-
sid-Transporter PfNT1 im hohen µM-Bereich liegende Km-Werte für Nukleobasen 
auf134,135,136.  
 
Die Affinitätskonstanten für die oben genannten Protozoen-Transporter sind in Tab. 1.7 
aufgelistet. 
                                                          
f Plasmodium ist eine Gattung von Parasiten aus der Haemosporiden-Familie Plasmodiidae Bei der Art 
P. falciparum handelt es sich um den Erreger der tödlichen Malaria tropica. 
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Tab. 1.7: Affinitätskonstanten für Nukleobasen-Transporter in Protozoen 
Transporter Substrat Km-Werte 
Uracil 0,32 ± 0,07 µM  
5-Fluoruracil 0,66 ± 0,14 µM  
Uridin 10,9 ± 3,2 µM  
2-Thiouracil 25,5 ± 3,1 µM  
4-Thiouracil 32,1 ± 6,2 µM  
5,6-Dihydrouracil 44,2 ± 9,8 µM  
5-Chloruracil k. I. bei 200 µM  
Thymin 237 ± 32 µM 
Cytosin keine Inhibition bei 200 µM 
Isocytosin keine Inhibition bei 200 µM  





Hypoxanthin keine Inhibition bei 200 µM  
Uracil 0,46 ± 0,09 µM 
5-Fluoruracil 3,0 ± 0,8 µM 
Uridin 48 ± 015 µM 
2-Thiouracil 640 ± 110 µM 
4-Thiouracil 21,5 ± 7,1 µM 
5,6-Dihydrouracil  835 ± 205 µM 
5-Chloruracil 900 ± 140 µM 
Thymin > 1000 µM 
Cytosin keine Inhibition bei 1000 µM 





Hypoxanthin keine Inhibition bei 1000 µM 
Adenin 2,1 ± 0,6 µM 
Hypoxanthin 0,66 ± 0,22 µM 
Xanthin 4,3 ± 1,1 µM 
Guanin 1,4 ± 0,3 µM 
Guanosin 5,3 ± 1,5 µM 
Allopurinol 5,4 ± 1,1 µM 
Uracil 68 ± 6,5 µM 




Inosin 47 ± 17 µM 
Adenosin 13,2 ± 4,3 µM [320 ± 50 µM]135 
Inosin 253 ± 33 µM 
Uridin 3500 ± 1100 µM135 
Thymidin Inhibition, Ki-Wert n.b. 
Uracil keine Inhibition 
Adenin keine Inhibition [320 ± 100 µM]135 
Hypoxanthin keine Inhibition [410 ± 100 µM]135 
Guanin keine Inhibition 
Cytosin keine Inhibition 
PfENT1134,135 (Plas-
modium falciparum) 
→ keine Hemmung 
durch NBMPR, Dipy-
ridamol, Dilazep und 
Draflazin) 
Xanthin keine Inhibition 
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1.4 5-Fluoruracil 
 
5-Fluoruracil (5-FU) ist ein Beispiel für ein nach rationalem Wirkstoffdesign entwickeltes 
Zytostatikum. Die Beobachtung, dass radioaktiv-markiertes Uracil [2-14C -Uracil] von Rat-
ten-Hepatomen in höherem Maße in die RNA eingebaut wird als von nichtmalignem Ge-
webe, führte zu der Annahme, dass die enzymatischen Metabolisierungswege für Uracil in 
malignen und gesunden Zellen sich voneinander unterscheiden müssen137. Daraufhin syn-
thetisierten Heidelberger et al. 1957 erstmals 5-Fluoruracil138,139, einen Antimetaboli-
ten, der in den folgenden Jahren von dieser Arbeitsgruppe intensiv untersucht wur-
de138,140,141,142. Das Molekül wurde entworfen, um die aktiven Zentren der Target-Enzyme 
zu besetzen und damit den Metabolismus in malignen Zellen zu blockieren. 5-Fluoruracil 
findet seit dieser Zeit seinen Einsatz in der Behandlung von verschiedenen malignen Er-
krankungen wie kolorektales Karzinom, Magenkarzinom, Pankreaskarzinom und Mamma-
karzinom. Für die medikamentöse Behandlung des Kolonkarzinoms stellt das 5-Fluoruracil 
seit über 40 Jahren das hauptsächlich verwendete Therapieprinzip dar und ist in Kombina-






Nach der Aufnahme in die Zelle wird 5-Fluoruracil auf zwei miteinander konkurrieren-
den Stoffwechselwegen metabolisiert: dem anabolen Weg, welcher zu den aktiven Meta-
boliten führt und dem katabolen Weg, welcher 5-FU inaktiviert und zur Elimination des 
Arzneistoffes aus dem Organismus führt. 
 
Der Anabolismus von 5-FU ist mit verschiedenen parallel ablaufenden Reaktionsmecha-
nismen (Abb. 1.22) recht kompliziert. Zum einen wird 5-FU in zwei Reaktionsschritten 
unter Beteiligung der Enzyme Thymidin-Phosphorylase (TP, EC 2.4.2.4) und Thymidin-
Kinase (TK, E.C.2.7.1.21) in 5-Fluor-2´-desoxyuridin-5´-monophosphat (5-FdUMP) um-
gewandelt. Desweiteren kann 5-FU entweder direkt durch Orotat-Phosphoribosyl-
Transferase (OPRTase, EC 2.4.2.10) oder durch zwei hintereinandergeschaltete Reak-
tionsschritte unter Beteiligung der beiden Enzyme Uridin-Phosphorylase (UP, EC 2.4.2.3) 
und Uridin-Cytidin-Kinase (UCK, EC 2.7.1.48) in 5-Fluoruridinmonophosphat (5-FUMP) 
umgewandelt werden. Aus 5-FUMP kann im folgenden unter sukzessiver Phos-
phorylierung 5-Fluoruridin-5´-diphosphat (5-FUDP) und dann 5-Fluoruridin-5´-triphosphat 
(5-FUTP) gebildet werden, welches anstelle von Uridin-5´-triphosphat (UTP) in die RNA 
eingebaut werden kann. Aus 5-Fluoruridin-5´-triphosphat (5-FUTP) können überdies 5-
Fluor-Nukleotid-Zucker entstehen. Weiterhin kann sowohl 5-Fluoruridin-5´-diphosphat (5-
FUDP) als auch 5-Fluor-2´-desoxyuridin-5´-monophosphat (5-FdUMP) zu 5-Fluor-2´-
desoxyuridin-5´-diphosphat (5-FdUDP) umgewandelt werden, welches im weiteren zu 5-
Fluor-2´-desoxyuridin-5´-triphosphat (5-FdUTP) phosphoryliert wird. 5-FdUTP kann als 
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Substrat der DNA-Polymerase fungieren und somit in die DNA eingebaut werden. In 
Abb. 1.19 sind die Reaktionsschritte des intrazellulären Anabolismus von 5-FU aufgeführt. 
 
 
Abb. 1.19: Intrazellulärer Anabolismus von 5-Fluoruracil144. LV (Leucovorin) und OXO 
(Kaliumoxonat) sind biochemische Moldulatoren von 5-FU. Abkürzungen werden 
im Text erläutert.  
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Nach 5-FU-Applikation werden 80 bis 90 % des applizierten  5-Fluoruracils primär inakti-
viert. Metabolismus-Studien mit [6-14C]5-Fluoruracil und [6-3H]5-Fluoruracil haben ge-
zeigt, dass 5-Fluoruracil von Ratten, Mäusen, Katzen und Menschen metabolisch − analog 
wie bei Uracil − zu  5,6-Dihydro-5-fluorouracil (5-FUH2), α-Fluor-β-ureidopropionat 
und α-Fluor-β-alanin (FBAL) abgebaut wird145,146. Der erste Schritt des Abbaus erfolgt 
sehr schnell. Durch Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD, EC 1.3.1.2), dem ge-
schwindigkeitsbestimmenden Enzym im Katabolismus, wird 5-FU zu 5,6-Dihydro-5-fluor-
uracil (5-FUH2) reduziert147,148. Von diesem ersten Schritt hängt entscheidend die Verfüg-
barkeit von 5-FU für den anabolen Weg ab. Mukherjee et al. konnten darüber hinaus nach-
weisen, dass neben den oben genannten Metaboliten in geringem Maße auch α-Fluor-β-
guanidinpropionat gebildet wird145. 
 
In weiteren Studien, bei denen hochentwickelte analytische Methoden eingesetzt wurden, 
konnten weitere Metabolite von 5-FU nachgewiesen werden: das Fluorid-Ion, N-Carboxy-
α-fluor-β-alanin (CFBAL), drei Konjugate von FBAL mit Zwitterioncharakter sowie 3-
Hydroxypropionat (FHPA) und Fluoracetat (FAC)149,150,151,152,153,154. Eine Übersicht über 
den 5-FU-Abbauweg ist in Abb. 1.20 zu finden. 
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Abb. 1.20: Katabolismus von 5-Fluoruracil (5-FU)144. U (Uracil) und CDHP (5-Chlor-2,4-di-
hydroxypyridin) sind Inhibitoren der Dihydopyrimidin-Dehydrogenase. 
 Abkürzungen: 5-FUH2: 5,6-Dihydro-5-Fluoruracil; FUPA: α-Fluor-β-ureidopropion-
säure; FBAL: α-Fluor-β-alanin; F–: Fluorid-Ion; FMASAld: Fluormalonsäuresemial-
dehyd; FHPA: 2-Fluor-3-hydroxypropionsäure; Facet: Fluoracetaldehyd; FAC: Flu-
oracetat. 
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1.4.2 Wirkmechanismus von 5-Fluoruracil 
 
Die zytotoxische Aktivität von 5-Fluoruracil basiert im wesentlichen auf zwei unter-
schiedlichen biochemischen Mechanismen. 5-Fluoruracil wird nach der Verabreichung in 
das zytotoxische 5-Fluor-2´-desoxyuridin-5´-monophosphat (5-FdUMP) umgewandelt 
(siehe Metabolismus, Abb. 1.19). Dieses bindet an die Thymidylat-Synthetase (TS, EC 
2.1.1.45), ein Enzym, welches durch Übertragung einer Methylgruppe auf dUMP die Neu-
synthese von Thymidin für DNA-Reparatur und Synthese katalysiert. Das fluorierte Nuc-
leotid 5-FdUMP hat eine höhere Affinität zu dem Enzym TS als das natürliche Desoxyuri-
dinmonophosphat. Es hemmt die TS und damit die Bildung von 2´-Desoxythymidin-5´-
monophosphat (dTMP). Dadurch wird die Bereitstellung von 2´-Desoxythymidin-5´-
triphosphat (dTTP) für die DNA-Replikation und -Reparatur gehemmt. Desweiteren wird 
FUTP als falsche Base anstelle von UTP von der RNA-Polymerase erkannt und in die 
RNA eingebaut, womit es zu einer Funktions-Störung kommt155,156. Jüngere Studien deu-
ten darauf hin, dass außer den zwei oben beschriebenen Wirkungsmechanismen zwei wei-
tere für die zytotoxische Aktivität von 5-FU verantwortlich sein könnten. Die erste ist der 
Einbau in die DNA. Der zweite Mechanismus beinhaltet die Veränderung der Membran-
funktion von mit 5-FU behandelten Zellen infolge der Bildung von 5-FUDP-Zuckern und 
deren Einlagerung in die Membranen.   
 
Inwiefern die jeweiligen Mechanismen in menschlichen Tumoren dominieren, ist noch 
nicht vollständig aufgeklärt und scheint zwischen verschiedenen Tumortypen und mit der 
Art und Weise der Arzneistoff-Applikation zu variieren. Es wird vermutet, dass bei einer 
Bolus-Applikation die RNA-vermittelten Prozesse überwiegen, während bei längerdauern-




1.4.3 Limitierungen der 5-Fluoruracil-Aktivität 
 
Die zytotoxische Aktivität von 5-FU ist durch den schnellen Abbau zu 5,6-Dihydro-5-
fluoruracil durch das cytosolische Enzym Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD, siehe 
Katabolismus, Abb. 1.20) stark limitiert. Da 5-FU nach der Applikation zu ca. 80 % von 
DPD inaktiviert und zu ca. 15 % renal ausgeschieden wird, erreicht letztlich nur ein sehr 
geringer Prozentsatz der verabreichten Dosis den Wirkort und steht dem Anabolismus zur 
Verfügung. Darüber hinaus schwankt die Enzym-Aktivität von DPD sowohl in Tumor- als 
auch in gesunden Zellen, sowie innerhalb einer Patientengruppe als auch bei einem be-
stimmten Patienten selbst in Abhängigkeit vom Tageszeitpunkt erheblich160,161,162, sodass 
die Bioverfügbarkeit von 5-FU, insbesondere bei oraler Verabreichung, unberechenbar 
ist. Damit ist die DPD der verantwortliche Faktor für die Bioverfügbarkeit von 5-FU. Un-
terschiedliche pharmakokinetische Daten des 5-FU wie die Halbwertszeit und Clearance 
sind direkt auf die Enzymaktivität von DPD zurückzuführen. Vermutlich sind auch unter-
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schiedliche Tumoransprechraten von 5-FU direkt auf unterschiedliche Verfügbarkeiten der 
DPD zurückzuführen. So resultiert höchstwahrscheinlich eine Tumorresistenz gegen 5-FU 
aus erhöhten DPD-Spiegeln im resistenten Tumor163,164,165,166,167,168,169,170,171. 
 
Aufgrund der oben genannten Probleme hat sich die orale Gabe von 5-FU als nicht effektiv 
sicher erwiesen. Die konventionelle Applikationsart von 5-FU ist eine schnelle Bolusappli-
kation in Kombination mit Folinsäure. Hierbei werden sehr hohe Dosierungen eingesetzt, 
damit das Substrat im Überschuß vorliegt und die DPD nur einen Teil des 5-FU inaktivie-
ren kann. Eine Metaanalyse konnte jedoch einen hochsignifikanten Vorteil der Dauerinfu-
sion gegenüber einer Bolusapplikation mit 22 vs. 14 % Ansprechrate zeigen172. Nachteil 
der Dauerinfusion von 5-FU ist aber unter anderem die Notwendigkeit von portablen Pum-
pen in Verbindung mit einem sicheren venösen Zugang (z.B. Port-a-Cath).  
 
Um die Aktivität von 5-FU zu erhöhen, können sogenannte Biomodulatoren eingesetzt 
werden. Ein 5-FU-Modulator kann auf zwei Ebenen agieren: Zum einen kann er durch 
Eingriff in den anabolen Weg die zytotoxische Aktivität selektiv erhöhen und zum zweiten 
durch Eingriff in den Katabolismus die Bioverfügbarkeit der aktiven Substanz erhöhen 
sowie toxische Effekte infolge der Metabolite minimieren. Im Laufe der Jahre wurden 
zahlreiche Substanzen, welche den Metabolismus modulieren, getestet. Als sehr effizient 
hat sich die Kombination von 5-FU mit Calciumfolinat (Leukovorin®) erwiesen173. In der 
Zelle wird bei der Umwandlung von dUMP zu dTMP durch die Thymidylat-Synthetase die 
Methylgruppe in Form von aktivierter Folinsäure (Methylen-Tetrahydrofolsäure) bereitge-
stellt, welche den Ternärkomplex Thymidylat-Synthetase-Methyl-Tetrahydrofolsäure-5-
dUMP stabilisiert. Bei Kombination von 5-FU mit Calciumfolinat (Abb. 1.21) wird durch 
Erhöhung des intrazellulären Pools an Coenzym das im Fluss befindliche Gleichgewicht 
zugunsten des Methyl-Tetrahydrofolsäure-Enzym-5-dFUMP-Komplexes verschoben und 
führt damit zu einer Wirkverstärkung des Arzneistoffes. 
 
 




































Abb. 1.21:    Umwandlung von Folat in das biologisch aktive Tetrahydrofolat 
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1.4.4 Peroral applizierbare Fluorpyrimidine 
 
Vor dem Hintergrund, dass eine i.v-Applikation von Zytostatika die Anwesenheit eines 
Mediziners erfordert und überdies mit Risiken wie venösen Thrombosen oder Infektionen 
am Ort der Injektion verbunden ist, sind Inhibitoren des 5-FU-Abbaus und neue orale For-
mulierungen von 5-FU besonders interessant. Bereits in den 70er Jahren begann die Er-
forschung von peroral applizierbaren 5-FU-Prodrugs, die eine kontinuierliche i.v.-Applika-
tion nachahmen und diese möglicherweise ersetzen können. Bei den peroralen Arzneistof-
fen handelt es sich einerseits um Substanzen, die durch eine Hemmung des Enzyms Dihy-
dropyrimidin-Dehydrogenase den Abbau von 5-FU hemmen, andererseits um Prodrugs, 
die erst im Tumor und weniger im gesunden Gewebe zur eigentlichen zytotoxischen Wirk-
substanz metabolisiert werden und dadurch eine gewisse Tumorselektivität besitzen. Von 
einer DPD-Hemmung versprechen sich Mediziner eine bessere 5-FU-Bioverfügbar-
keit, eine Überwindung der Tumorresistenz und weniger 5-FU-Toxizitäten. Grundprinzip 
für den Einsatz der DPD-Inhibitoren ist zunächst eine 5-FU-Quelle, und zwar entweder 5-
FU direkt oder ein Prodrug, das erst durch Umwandlung in 5-FU aktiviert wird. Die DPD-
Hemmung führt zu einem verlangsamten Abbau von 5-FU und erhöhten Plasmaspiegeln, 
wodurch eine protrahierte Dauerinfusion nachgeahmt wird. Zur Zeit sind bereits zwei orale 
Formulierungen von 5-FU auf dem Markt (UFT®, Xeloda®) und einige weitere befinden 
sich z. Zt. noch in der klinischen Erprobung. In Tab. 1.8 sind die peroral applizierbaren 
Fluorpyrimidine aufgelistet. 
 
Tab. 1.8: Übersicht über die peroral applizierbaren Fluorpyrimidine 
 
UFT®g 
Kombination aus Tegafur [1-(Tetrahydro-2-furyl)-5-FU] und Uracil;  
Fa. Bristol-Meyers Squibb, Einführungsdatum: 1. März 2002 
EthinyluracilG Eniluracil; von Glaxo Wellcome 
 
S-1G Kombination aus Tegafur, Gimestat (5-Chlor-2,4-Dihydroxypyridin) 








Fa. Hoffmann-La Roche, Zulassung: März 2001)  
 
FurtulonH  
Doxifluridin (5'-Desoxy-5-fluoruridin); zur Behandlung von Dickdarm-, 
Brust- und Magenkrebs; 1987 auf dem japanischen Markt eingeführt 
                                                          
g DPD-Hemmstoff 
h kein DPD-Hemmstoff 




Capecitabin (N4-Pentyloxycarbonyl-5′-desoxy-5-fluorcytidin) ist ein seit März 2001 im 
Handel befindliches (Xeloda®, Fa. Hoffmann-La Roche), oral applizierbares Fluorpyrimi-
dinderivat. Diese Substanz wurde erstmals von den Japanern in den 90ern synthetisiert174. 
Capecitabin wird zunächst in der Leber zum 5´-Desoxy-5-fluorcytidin metabolisiert, dann 
durch eine Desaminase zum Desoxyfluoruridin und letztlich durch das Enzym Thymidin-
Phosphorylase (TP, EC 2.4.2.4) zum 5-FU abgebaut (Abb. 1.22). In Kolonkarzinomzellen 
konnte eine erhöhte Aktivität von Thymidin-Phosphorylasen gemessen werden, sodass ein 






































5-Fluoruracil                                   5´-Desoxy-5-fluoruridin
Capecitabin                                         5´-Desoxy-5-fluorcytidin
           
Abb. 1.22: Metabolismus von Capecitabin, modifiziert nach Malet-Martino et al.144 
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Abb. 1.24      Eniluracil
1.4.4.2 UFT® 
      
UFT® ist seit März 2002 zur Primärtherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms in 
Kombination mit Calciumfolinat zugelassen (Fa. Bristol-Meyers Squibb) und ist die mola-
re  4:1 Kombination von Uracil und Tegafur.   
 
Tegafur [Ftorafur, (1-(Tetrahydro-2-furyl)-5-FU], erst-
mals 1966 synthetisiert, ist wie Capecitabin ein oral an-
wendbares Prodrug von 5-Fluoruracil. Es wird in der Le-
ber durch das Cytochrom-P450-System nach und nach in 
den aktiven Metaboliten 5-Fluoruracil umgewandelt. Ura-
cil hemmt den Abbau von zu 5-FU aktiviertem Tegafur 
durch die Dihydropyrimidin-Dehydrogenase. Als Folge 
der kompetitiven Hemmung der DPD durch Uracil ist die 
Plasmakonzentration an 5-FU erhöht. Das gleichzeitig 
verabreichte Calciumfolinat verstärkt die Zytotoxizität 
von  5-FU  über  den  intrazellulären  Metaboliten  5,10- 
Methylentetrahydrofolat durch Modulation der Thymidylat-Synthetase. In einer großen 
multizentrischen, randomisierten Phase-III-Studien mit insgesamt 1196 Patienten mit me-
tastasiertem kolorektalem Karzinom wurden Tegafur/Uracil oral/Calciumfolinat mit Fluor-
uracil intravenös/Calciumfolinat verglichen. Beide Regime waren hinsichtlich des progres-
sionsfreien Intervalls, der Ansprechrate und des Überlebens gleich wirksam − UFT jedoch 
signifikant besser verträglich: Stomatitis, Mukositis, Neutropenie und febrile Neutropenie 
traten seltener auf. Bei den Nebenwirkungen Diarrhoe, Übelkeit und Erbrechen, die dosis-
abhängig bei beiden Regimen auftraten, konnte kein Unterschied festgestellt werden. Des-
weiteren trat das Hand-Fuß-Syndrom, ein schmerzhaftes Brennen der Handflächen und der 





Eniluracil (Ethinyluracil) ist ein noch in der klinischen Phase befindlicher potenter irre-
versibler Hemmer der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD)182,183. Es wird peroral in 
Kombination mit 5-FU  angewendet. Durch  die  irreversible  Hemmung  der  DPD  im  
Magen-Darm-Trakt kommt es  durch die  Kombination mit 5-FU zu einer kontinuierlichen 
gastrointestinalen 5-FU-Resorption. Die renale Aussscheidung wird 
wird darüber hinaus zur überwiegenden  Eliminationsroute  des  5-
FU. In  Phase-I-Studien konnte gezeigt werden, dass Eniluracil die 
die Halbwertszeit von 5-Fluoruracil um das 20fache steigert und 
die Clearance senkt. Die DPD wurde nach Eniluracil-Verabrei-
chung innerhalb von einer Stunde komplett inaktiviert184,185,186. Es  













Tegafur              Uracil  
 
UFT® 
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zinom, Leberkarzinom und Pankreaskarzinom durchgeführt, bei denen eine zytotoxische  
Aktivität nachgewiesen wurde. In einer multizentrischen Phase-II-Studie mit 60 Patienten 
mit metastasiertem kolorektalem Karzinom wurde für Eniluracil/5-FU/Calciumfolinat oral 
zwar eine zytotoxische Aktivität nachgewiesen, die hohe Toxizität limitierte allerdings die 
klinische Nutzung187. In einer anderen Phase-II-Studie mit 33 Patienten mit Mammakar-
zinom wurde gezeigt, dass Eniluracil/5-FU oral eine hohe, mit den konventionell einge-
setzten Zytostatika vergleichbare, Aktivität aufzeigt bei besserer Verträglichkeit188. In 
einer weiteren multizentrischen Phase-II-Studie wurde gezeigt, dass bei Patienten mit me-
tastasiertem kolorektalem Karzinom mit Eniluracil/ 5-FU oral hinsichtlich des progres-
sionsfreien Intervalls mit 5-FU/Calciumfolinat i.v. vergleichbare Wirksamkeit erreicht 
werden konnte189. In einer multizentrischen, randomisierten Phase-III-Studie mit insge-
samt 981 Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom wurden Eniluracil/5-FU 
oral und 5-FU/Calciumfolinat intravenös miteinander verglichen. Die Verträglichkeit war 
zwar in beiden Regimen akzeptabel, das Regime Eniluracil/5-FU oral war allerdings hin-
sichtlich des Überlebens statistisch nicht äquivalent zu 5-FU/Calciumfolinat intravenös 
(13,3 vs. 14,5 Monate). Überdies war das Regime Eniluracil/5-FU hinsichtlich des progres-
sionsfreien Intervalls der Kontrollgruppe unterlegen190. Die Kombination Eniluracil/5-FU 
oral scheiterte an zwei weiteren Phase-III-Studien. Im Juli 2005 erhielt die Firma Adherex 
die Lizenzrechte für Eniluracil von der Firma GlaxoSmithKline. Adherex konnte kurze 
Zeit später zeigen, dass Eniluracil das Enzym Uridin-Phosphorylase, welches bei der 
Aktivierung von 5-FU eine wichtige Rolle spielt, reversibel und dosisabhängig hemmt. Bei 
einer Gabe von Eniluracil/5-FU oral im Verhältnis 2,5 : 1 betrug die Inhibition etwa 
50 Prozent. Bei den vorangegangenen Phase-III-Studien war Eniluracil im Verhältnis 
von 10 : 1 verwendet worden. Adherex macht dies für das Scheitern dieser Studien 
verantwortlich und plant, ab 2006 weitere klinische Studien laufen zu lassen. Die Firma 





S-1 (Fa. Bristol-Myers-Squibb, BMS-247616) ist eine Weiterentwicklung von UFT seitens 
einer japanischen Forschergruppe191. Bei S-1 handelt es sich um eine orale Formulierung 
der Kombination von Tegafur, Gimestat (CDHP, 5-Chlor-2,4-Dihydroxypyridin) sowie 
Kaliumoxonat im molaren Verhältnis 1 : 0,4 : 1 (Abb. 1.25). Aus Tegafur wird dabei kon-
tinuierlich 5-FU freigesetzt, während CDHP das Enzym DPD hemmt (200mal stärker als 
Uracil). Kaliumoxonat (OXO) wird zur Verminderung der gastrointestinalen Toxizität (Di-
arrhoe) eingesetzt. Dies soll durch eine selektive Inhibition der Umwandlung von 5-FU zu 
5-Fluoruridin-5´-monophosphat (FUMP) über die Orotat-Phosphoribosyltransferase in der 
normalen Gastrointestinal-Schleimhaut erreicht werden. Die Inhibition im Tumorgewebe 
soll dabei minimal sein192,193,194. Es wurden bereits Phase-I-Studien in Japan, Europa und 
USA195,196,197,198 und Phase-II-Studien in Japan mit Patienten mit Kolonkarzinom, Mam-
makarzinom, Bronchialkarzinom und Magenkarzinom199,200,201,202 durchgeführt. S-1 zeigte 
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eine akzeptable, mit den konventionell eingesetzten Zytostatika vergleichbare Ansprechra-
































1.4.4.5  BOF-A2 
 
Mit BOF-A2203,204 befindet sich eine weitere Kombination in der Entwicklung. Dabei wird 
aus dem Prodrug 1-Ethoxymethyl-5-FU (EMFU) kontinuierlich 5-FU freigesetzt. Der 
Kombinationspartner 3-Cyano-2,6-dihydropyrimidin (CNDP)205,206 ist Hemmstoff des 
DPD. Die zytotoxische Aktivität von BOF-A2 konnte bereits in Phase II-Studien am Pati-




























EM-FUCNDP 5-FU  
 
Abb. 1.26: Hydrolyse von BOF-A2 (3-[3-(6-Benzoyloxy-3-cyano-2-pyridyloxycarbonyl)ben-
zoyl]-1-ethoxymethyl-5-fluoruracil) nach peroraler Applikation, modifiziert nach 
Fujii209 
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1.4.4.6 Vor- und Nachteile der oralen Zytostatika 
 
Als potentielle Vorteile der oralen Therapie mit 5-FU-Prodrugs gelten die Bequemlichkeit 
für den Patienten, größere Schemataflexibilität, weniger Toxizität und damit eine günstige-
re Begleittherapie. Nachteilig wirkt sich dagegen die unwägbare Patientencompliance aus. 
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1.5     Die Nukleobase Uracil  
 
Im Jahre 1955 wurde von Wenzel et al. ein Artikel veröffentlicht, in dem für Uracil und 
drei weitere Oxopyrimidine (Thymin, 6-Methyluracil und Thiouracil) ein ZNS-dämpfender 
Effekt beschrieben wird210. Ausgangspunkt für diese Untersuchung war die Beobach-
tung, dass bestimmte Uracil-abhängige Bakterien durch Barbitursäure gehemmt werden 
können. Da die Babitursäure eine hohe strukturelle Ähnlichkeit mit Uracil aufweist 
(Abb. 1.27) wurde ihr die Rolle eines Antimetaboliten zugeschrieben. Bis dato gab es al-
lerdings keine Berichte über eine pharmakologische Wirkung von Uracil oder auch Thy-
min als weiterem physiologischem Oxopyrimidin. Die Erkenntnisse, dass Barbitursäure bei 
Bakterien einen antimetabolischen und bei höheren Organismen einen hypnotischen Effekt 
ausübt, führten Wenzel et al. zu der Überlegung, ob Uracil dementsprechend ebenfalls bei 

































Uracil         6-Methyluracil           Thymin            ThiouracilBarbitursäure  
 
Abb. 1.27: Oxopyrimidine mit ZNS-dämpfenden Eigenschaften 
 
 
In-vivo-Experimente mit Mäusen zeigten, daß Uracil, 6-Methyluracil, Thiouracil und Thy-
min zwar allein keinen Effekt hatten, den mit Hexobarbital induzierten Schlaf jedoch deut-
lich verlängern konnten. Desweiteren zeigten diese Verbindungen eine protektive Wirkung 
gegenüber Elektroschock-induzierten Anfällen. Dieser antikonvulsive Effekt konnte von 
Wenzel in weiteren Untersuchungen bestätigt werden. Es wurden siebzehn Uracil-Derivate 
synthetisiert211 und in Testungen an Mäusen auf ihre antikonvulsive Wirkung hin unter-
sucht. Die meisten Uracil-Derivate zeigten eine protektive Wirkung gegenüber Elektro-
schock- und Metrazoli-induzierten Anfällen. Allerdings konnte keine eindeutige Struktur-
Wirkungs-Beziehung festgestellt werden212. 
In den folgenden Jahren wurden die für Uracil gefundenen pharmakologischen Wirkungen 
(Schlaf-verlängernder Effekt und antikonvulsiver Effekt) auch für das Uridin, dem Nukleo-
sid von Uracil, beschrieben213,214.   
                                                          
iMetrazol (Pentamethylentetrazol) wirkt als Antagonist der GABA-Rezeptoren an den inhibitorischen Inter-
neuronen im Hippokampus und blockiert so die natürliche Hemmung, was wiederum zu einer exzessiven Er-
regung im Hippokampus und schließlich zur Ausbildung epileptischer Krämpfe führt. Es wird allgemein als 
Tiermodell der Epilepsie für Untersuchungen antiepileptischer Verbindungen verwendet. 
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Krooth et al. konnten 1978 in Motilitätsprüfungen an Mäusen zeigen, dass Thymin, Ura-
cil, 6-Azauracil, Barbital und Phenobarbital in niedrigen Dosen die Spontanaktivität erhö-
hen, während sie in höheren Dosen eine Senkung derselben bewirken. Thymin, welches 
wirksamer war als Uracil, hatte ca. 10 % der Barbital-Wirkung – sowohl bei der stimulie-
renden als auch bei der dämpfenden Wirkung. Für die ZNS-dämpfende Wirkung ergab 
sich die folgende Reihenfolge: Barbital = Phenobarbital >> 6-Azauracil > Thymin ≥ Ura-
cil. In denselben Versuchen zeigten Cytosin, Barbitursäure, 2-Thiobarbitursäure, 2,4-Dihy-
droxypyridine sowie die Pyrimidin-Katabolite (Dihydrouracil, 3-Ureidopropionat, β-Ala-
nin) keinen Effekt auf die Spontanaktivität. Die Ergebnisse dieser Studien führten zu der 
Annahme, dass die Wirkung der Barbiturate durch Simulierung der Uracil oder Thymin-  
Struktur an bisher unbekannten Rezeptoren verursacht werden könnte215. 
 
1987 fanden japanische Forscher heraus, dass 1,3-Diallyluracil, 1,3-Diallylthymin und 1,3-
Diallyl-6-methyluracil (Abb. 1.28) einen potenzierenden Effekt auf den Pentobarbital-















     1,3-Diallyluracil               1,3-Diallylthymin            1,3-Diallyl-6-methyluracil    
 
Abb. 1.28: Uracil-Derivate mit ZNS-dämpfender Wirkung 
 
 
Zwei Jahre später wurde von der selben Arbeitsgruppe beschrieben, dass 1,3-Diallyluracil 
und 1,3-Diallylthymin einen Einfluss auf die Enzymaktivität der Ethylmorphin-N-De-
methylase sowie der Cytochrom-P450-Enzyme in den hepatischen Mikrosomen der Test-
mäuse haben, sodass diese Verbindungen Einfluss auf die Metabolisierung von Pento-
barbital haben und damit deren Wirkung potenzieren können. Allerdings führte 1,3-Di-
allyluracil im Gegensatz zu 1,3-Diallylthymin auch bei einer intrazerebroventrikulären 
Applikationsform zu einer signifikanten Verlängerung des Pentobarbital-induzierten Schla-
fes. Dies deutet darauf hin, dass für die Wirkung von 1,3-Diallyluracil neben der Inhibie-
rung der Pentobarbital-Metabolisierung auch ein ZNS-dämpfender Effekt verantwortlich 
ist. Im Falle von 1,3-Diallylthymin scheint für die Wirkung ausschließlich der Einfluss auf 
die Metabolisierung eine Rolle zu spielen217. 
In den folgenden Jahren synthetisierten Tateoka et al. 15 Uracil-Derivate, welche an 1- 
und/oder an 3-Position mit einer Benzyl-, Methoxymethyl-, n-Propyl-, oder Allyl-Gruppe 
substituiert waren. Diese wurden an Mäusen auf ihre pharmakologische Wirkung – hypno-
tische Wirkung und Verlängerung der Pentobarbital-induzierten Schlafes – hin untersucht. 
1-Allyl-3-benzyluracil und 1-Propyl-3-benzyluracil waren bezüglich der hypnotischen Ak-
tivität wirksamer als Barbital. Aus den Ergebnissen kristallisierte sich heraus, dass für eine 
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sedativ-hypnotische Wirkung der Uracil-Derivate eine Benzyl-Gruppe an der N3-Position 
des Uracil-Ringes essentiell ist. Unter den untersuchten Uracil-Derivaten erwies sich 












     1-Allyl-3-benzyluracil             1-Propyl-3-benzyluracil                
 
Abb. 1.29: Oxopyrimidine mit ZNS-dämpfenden Eigenschaften 
 
 
In den Jahren 1991/92 forschte auch eine andere Arbeitsgruppe aus Japan auf dem Gebiet. 
Imaizumi et al. synthetisierten zahlreiche 1-Amino-5-substituierte Uracil-Derivate und un-
tersuchten diese auf ihre ZNS-dämpfende Wirkung hin. Die 1-Amino-5-Halogen-Uracil-
Derivate  zeigten  in in-vivo-Experimenten   mit   Ratten   und  Mäusen  eine  anxiolytische  
Wirkung219. Einige Verbindungen wurden bereits zu 
Anfang der 90er in Japan patentiert. Im März 1994 
wurde die Verbindung 1-Amino-5-bromuracil 
(ABU, Abb. 1.30) als eine neue anxiolytisch wirk-
same Substanz beschrieben220. In Testungen mit 
Mäusen und Ratten zeigte diese Substanz sowohl 
anxiolytische Eigenschaften als auch eine Aufhe-
bung  des  Körperstellreflexesj  (sog. „Righting-Ref- 
lex“). Im Vergleich zu Diazepam konnte für diese Substanz aber nur eine sehr geringe 
Wirkung bei der Potentierung der Arzneimittel-induzierten Anästhesie bzw. Muskelrelaxa-
tion festgestellt werden. Zudem zeigte 1-Amino-5-bromuracil keine Affinität zu dem Ben-
zodiazepin-Rezeptor. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde angenommen, dass ABU ein an-
deres pharmakologisches Profil besitzt als Diazepam. Weitere Untersuchungen bestätigten 
diese Annahme221. Im selben Jahr wurde auch der Einfluss von ABU auf die Metabolisie-
rung der Monoamin-Neurotransmitter Noradrenalin, Dopamin und Serotonin im Rattenhirn 
untersucht. Unter stressfreien Bedingungen zeigte ABU keinen Effekt auf die Metabolisie-
rung der Monoamin-Neurotransmitter, während Diazepam das Verhältnis 3-Methoxy-4-hy-
droxyphenylethylenglycol (MHPG)/Noradrenalin (NA) erhöhte.  
                                                          
j Beim Körperstellreflex werden die Tiere auf den Rücken gedreht und beobachtet, ob sie sich innerhalb von 
60 Sekunden wieder auf den Bauch drehen. Diese Korrekturdrehung ist eine natürliche Reaktion und bedeu-
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Nach Stress durch Immobilisierungk kam es zu einer Erhöhung des Verhältnisses 
MHPG/NA in bestimmten Hirnregionen der Versuchstiere (Ratten), während das Verhält-
nis Homovanillinsäure (HVA) + 3,4-Dihydroxyphenylessigsäure (DOPAC)/Dopamin 
(DA) sowie das Verhältnis 5-Hydroxyindolessigsäue (5-HIAA)/Serotonin (5-HT) un-
verändert blieben. Die Vorbehandlung der Versuchstiere mit ABU oder Diazepam konnte 
die durch Immobilisierung induzierte Aktivierung der noradrenergen Neurone unter-
drücken. Im Vergleich dazu führte Elektroschock-Stress zu einer Erhöhung der MHPG/NA 
und auch HVA/+DOPAC/ DA-Verhältnisse. Auch hier konnten Diazepam und ABU die 
Aktivierung der noradrenergen und der dopaminergen kortikalen Neurone verhindern222. 
Kurze Zeit später konnte in weiteren in-vivo-Studien gezeigt werden, dass ein Teil der zen-
tralen Wirkung von 1-Amino-5-bromuracil mit dem zentralen Benzodiazepin-GABAA-
Chloridkanal-Rezeptorenkomplex in Zusammenhang steht. In in-vivo-Studien an Mäusen 
wurde für 1-Amino-5-bromuracil eine protektive Wirkung gegenüber Picrotoxinl-
induzierten Krampfanfällen ermittelt. Zudem führte die Verbindung zu einer leichten Ver-
besserung bei Tert-Butylbicyclophosphorothionat (TBPS)m-induzierten Anfällen, hatte je-
doch keinen Einfluss auf die Bicucullinn-induzierten Anfälle. Diazepam war unter den 
gleichen Bedingungen in der Lage, sowohl Picrotoxin-als auch Bicucullin-induzierte An-
fälle zu antagonisieren, während Pentobarbital eine protektive Wirkung gegenüber die Pic-
rotoxin- und TBPS-induzierten Anfälle aufwies. Desweiteren wurde die von 1-Amino-5-
bromuracil induzierte anästhetische Wirkung von Diazepam, Pentobarbital und Muscimolo 
potentiert. Picrotoxin konnte diese Wirkung antagonisieren, während Bicucullin nicht dazu 
in der Lage war. Diese Ergebnisse führten zu der Vermutung, dass die 1-Amino-5-
bromuracil-Wirkung zum Teil über den GABAA-Rezeptor vermittelt wird. In Bindungs-
studien konnte das Uracil-Derivat jedoch weder die [3H]Muscimol-noch die [35S]TBPS-
 oder die [3H]Dehydroepiandrosteronsulfatp-Bindung an Rattenhirn-Synaptosomen-Mem-
branpräparation inhibieren223. Die 1-Amino-5-Halogenuracile wurden 1993 von Sakata 
et al. patentiertq. 
 
1998 wurden von Draminski et al. verschiedene  3-Allyl- und 1-Allyl-5,6-substituierte-2-
thiouracil-Derivate untersucht. Den Verbindungen konnten unterschiedliche pharmakologi-
sche Effekte zugeschrieben werden. Während einige Verbindungen eine sedativ-hypno-
tische Wirkung zeigten, konnte man bei anderen einen krampfauslösenden Effekt beobach-
ten. Als einziges der untersuchten 24 Thiouracil-Derivate wies 1-Allyl-5,6-dimethyl-2-
thiouracil eine Verkürzung des Pentobarbital-induzierten Schlafes auf. Die Verbindung 3-
Allyl-5-methyl-2-thiouracil (Abb. 1.31) zeigte die höchste hypnotische Aktivität224. 
 
                                                          
k Die Immobilisierung der Tiere ist ein häufig verwendetes Stressmodell. Dabei werden die 
Versuchstiere in unterschiedlichen Vorrichtungen (Plexiglas, Drahtgitter) zwangsweise fixiert. 
l negativer Modulator am GABAA-Rezeptor 
m negativer Modulator am GABAA-Rezeptor 
n Antagonist des GABAA-Rezeptors 
o Agonist des GABAA-Rezeptors 
p Modulator am GABAA-Rezeptor 
q United States Patent 5,252,576; Appl. No.: 640413; 1-amino-5-halogenouracils, process for their pre-
paration, and central nervous system depressants containing same as active ingredient. 
 











    3-Allyl-5-methylthiouracil      1-Allyl-5,6-dimethyl-2-thiouracil                  
 
Abb. 1.31: Thiouracil-Derivate mit sedativ-hypnotischem Effekt (A) und antagonistischem Ef-
fekt gegenüber Pentobarbital (B). 
 
 
6-Propyl-2-thiouracil (PTU, Abb. 1.32) wird zur Therapie einer Hyperthreose sowie zur 
Vorbereitung zur Operation oder Radioiod-Therapie einer hyperthyreoten Schilddrüse ein-
gesetzt. Die Wirkung dieses Thyreostatikums wird über eine Hemmung der Peroxidase 
vermittelt. Dadurch wird die Oxidation des aufgenommenen Iodids zu Iod, die Iodierung 
der Tyrosinreste des Thyreoglobulins und die Phenolkupplung zu Diphenyletherstruktur 
verhindert. Folglich wird die Bildung der beiden Hormone Levothyroxin (L-Thyro-









6-Propyl-2-thiouracil (PTU)                
 
Abb. 1.32: 6-Propyl-2-thiouracil (Thyreostatikum) 
A B
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1.6 Ziel der Arbeit  
 
Die Nukleobase Uracil und das Nukleosid Uridin spielen nicht nur innerhalb des Zellkerns 
als Bestandteile des Erbguts eine wichtige Rolle, sondern scheinen darüberhinaus physio-
logische Bedeutungen zu haben. Sowohl für Uridin als auch für Uracil sind verschiedene 
pharmakologische Wirkungen bekannt, während der jeweilige Wirkmechanismus noch 
nicht vollständig aufgeklärt ist. Im Falle von Uridin wird vermutet, dass die Wirkungen 
über einen (eventuell G-Protein-gekoppelten) Rezeptor ausgelöst werden. Im Falle von U-
racil dagegen existieren derweil keine Erklärungsansätze für die pharmakologischen Effek-
te, allerdings lassen verschiedene Studien aus der Literatur auch hier die Vermutung 
zu, dass spezifische Uracil-Rezeptoren existieren könnten. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit soll aufgeklärt werden, ob neben den Adenosin-Rezeptoren auch 
für das Nukleosid Uridin spezifische Bindungsstellen existieren und ob überdies auch für 
die Nukleobase Uracil spezifische Bindungsstellen nachweisbar sind. Zunächst soll mit 
Hilfe von Radioligand-Bindungsstudien an verschiedenen Membranpräparationen die E-
xistenz entsprechender Bindungsstellen überprüft werden. Im Falle der Identifizierung ei-
ner spezifischen Bindung für [3H]Uracil bzw. [3H]Uridin sollen die Bindungsstellen in 
weiteren Studien näher charakterisiert werden. Funktionelle Untersuchungen sollen über-
dies neue Erkenntnisse darüber bringen, ob die Bindungsstellen eventuell an ein G-Protein 
gekoppelt sind und es sich folglich bei der Uridin- bzw. Uracil-Bindungsstelle um einen 
G-Protein gekoppelten-Rezeptor handeln könnte.  
   
Daneben soll in einem weiteren Teil-Projekt das Enzym Uridin-Cytidin-Kinase aus Kalbs-
Thymus isoliert und aufgereinigt werden. Nach der Aufreinigung soll das Enzym bezüglich 
der Enzymaktivität untersucht und charakterisiert werden. Die Uridin-Cytidin-Kinase ist 
das geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Pyrimidin-Salvage-Stoffwechselweg und ka-
talysiert die Umsetzung von Uridin und Cytidin zu den entsprechenden Monophospha-
ten. Die Uridin-Cytidin-Kinase stellt eine wichtige Zielstruktur zur Entwicklung von Pro-
drugs für die Antitumor- und Virustatika-Therapie dar, sodass die Testung von Uridin-
Derivaten zur Identifizierung von neuen Inhibitoren und Substraten von großem Interesse 
ist. Aus diesem Grund soll das Enzym aus nativem Gewebe aufgereinigt und für zukünfti-
ge Experimente zur Verfügung gestellt werden. Desweiteren ist das Enzym zur quantitati-
ven „Entfernung“ von Uridin z.B. aus Membranpräparationen von besonderem Interes-
se, da dieses physiologische Nukleosid Radioligand-Bindungsstudien sowie funktionelle 
Assays zur Charakterisierung von Pyrimidin-Rezeptoren stören kann.  
48                                                                                                                                          Kapitel 1: Einleitung                                  






Charakterisierung einer  
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2.1 Einleitung  
 
Viele in-vivo-Studien in der Vergangenheit schreiben der Nukleobase Uracil bzw. ver-
schiedenen Uracil-Derivaten pharmakologische Wirkungen (u.a. eine ZNS-dämpfende 
Wirkung) zu (Abschnitt. 1.5), für die es bis dato keine eindeutigen Erklärungsansätze 
gibt. Vermutungen, dass die Wirkungen von Uracil mit dem GABAA-Rezeptor in Zusam-
menhang stehen, konnten nicht eindeutig bestätigt werden. Die derzeitige Datenlage deutet 
darauf hin, dass Uracil seine Wirkungen über einen bis dato unbekannten Wirkungsmecha-
nismus (evtl. über einen neuen Rezeptor) vermitteln könnte. Bereits im Jahre 1977 wurde 
von Krooth et al. eine Rezeptor-Bindungsstelle für Uracil postuliert. Durch Bindung an 
diese Bindungsstelle übt Uracil dieser Theorie nach seine hypnotische Aktivität aus. Dihy-
drouracil, dem Kataboliten von Uracil, wird die Rolle eines Antagonisten an diesem besag-
ten Rezeptor zugesprochen. Die Autoren untermauern diese Theorie sowohl mit eigenen 
Untersuchungen als auch mit Studien aus der Literatur226. Allerdings gibt es bis heute 
keine eindeutigen Beweise dafür, dass ein „Uracil-Rezeptor“ existiert. 
 
Das 2003 offiziell beendete internationale Humane Genomprojekt hat u.a. hervorge-
bracht, dass insgesamt ca. 720 funktionelle G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)  im 
Menschen existieren, von denen zur Zeit ca. 150 zu den sogenannten „orphan“ GPCR zäh-
len. Für diese GPCR´s ist der natürliche Ligand bis dato nicht bekannt8. Kürzlich wurde 
durch einen „reversen pharmakologischen Ansatz“ von Bender et al. entdeckt, dass die 
Nukleobase Adenin der endogene Ligand eines solchen Ratten-„Orphan-„Rezeptors dar-
stellt227.  Bei diesem neuentdeckten Adenin-Rezeptor handelt es sich um einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor, welcher durch ein inhibitorisches Gi-Protein die Adenylatcyclase 
inhibiert. In unserem Arbeitskreis konnte die Existenz des Adenin-Rezeptors in nativem 
Gewebe auf Proteinebene nachgewiesen werden. Darüberhinaus wurden Hinweise gefun-
den, dass auch in humanem Gewebe Adenin-Rezeptoren existieren228.  
 
Ausgehend von der bestehenden Datenlage bezüglich Uracil erscheint es naheliegend, dass 
tatsächlich spezifische Bindungsstellen für Uracil existieren. Die Erkenntnis, dass es für 
die Nukleobase Adenin einen G-Protein-gekoppelter Rezeptor gibt, läßt zudem die Überle-
gung zu, ob nicht auch Uracil seine biologische Aktivität über einen GPCR vermit-
telt. Diese Überlegungen stellten den Ausgangspunkt für die im folgenden beschriebenen 
Untersuchungen dar.  
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2.2 Identifizierung der Uracil-Bindungsstelle 
 
2.2.1  Spezifische Bindung von [3H]Uracil an Ratten-und Kalbs-Gewebe 
 
Bei einem ersten Experiment, bei dem [3H]Uracil mit Membranpräparationen von Ratten-
hirn-Striatum- und -Cortex-Gewebe inkubiert wurde, konnte eine, wenn auch geringe, spe-
zifische Bindung für [3H]Uracil identifiziert werden. Wie in Abb. 2.1 ersichtlich, erhöht 

































Abb. 2.1: Spezifische Bindung von [3H]Uracil an Rattenhirn-Striatum (200 µg) und Ratten-
hirn-Cortex (200 µg) bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten und einer Inkuba-
tionstemperatur von 5°C. Dargestellt ist ein Einzelexperiment (Vorversuch) in Drei-
fachbestimmung. 
    
 
Um diese Beobachtung zu bestätigen, wurde ein zweites, ähnliches Experiment durchge-
führt, bei dem Kalbshirn-Striatum, Rattenhirn-Striatum sowie Rattenhirn-Cortex mit 5 nM 
[3H]Uracil 60 Minuten bei 5°C inkubiert wurden.  In Abb. 2.2 sind die Ergebnisse des 
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Abb. 2.2: Spezifische und unspezifische Bindung von [3H]Uracil an Rattenhirn-Striatum, 
Rattenhirn-Cortex und Kalbshirn-Striatum bei einer Radioligandkonzentration 
von 5 nM, einer Inkubationszeit von 60 Minuten und einer Inkubationstemperatur 
von 5°C. Dargestellt ist ein Einzelexperiment (Vorversuch) in Dreifachbestimmung. 
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Auch bei diesem Vorversuch konnte eine geringe spezifische Bindung für den Radioligan-
den beobachtet werden. Kalbshirn-Striatum zeigte die höchste spezifische Bindung gefolgt 
von Rattenhirn-Striatum und Rattenhirn-Cortex. In Tab. 2.1 sind die Bindungsdaten der 
beiden Experimente zusammenfassend dargestellt.  
 
Tab. 2.1: Spezifische Bindung von [3H]Uracil an Membranpräparationen verschiedener Hirn-
Gewebe bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten und einer Inkubationstemperatur 
von 5°C. 





5 nM RL 37 ± 22 [n=2] 25 ± 12 [n=2] 
10 nM RL 76 31 
30 nM RL 454 55 
Rattenhirn-Striatum-
Membranpräparation (200 µg) 
  
5 nM RL 29 ± 3 [n=2] 14 ± 2 [n=2] 
10 nM RL 57 22 
30 nM RL 398 34 
Kalbshirn-Striatum-
Membranpräparation (200 µg) 
  
5 nM RL 61 34 
 
 
Die beiden Experimente zeigten zwar für alle untersuchten Gewebe eine spezifische Bin-
dung, allerdings betrug diese nur 14-55 %, was insbesondere in Anbetracht der Tatsache, 
dass eine sehr hohe Radioligand- und Proteinkonzentration eingesetzt wurde, sehr niedrig 
und schlecht auswertbar ist. Beim Vergleich der Bindungsdaten erkennt man, dass die ab-
soluten Counts für die spezifische Bindung mit Zunahme der Radioligandkonzentration 
zunehmen. Bei dem Rattenhirn-Cortex-Gewebe führt die Erhöhung der Radioligandkon-
zentration (5-30 nM) zu einer Zunahme der spezifischen Bindung von 37 auf 454 cpm. Bei 
dem Rattenhirn-Striatum zeigt sich ein ähnliches Ergebnis (29–398 cpm). Es fällt auf, dass 
die prozentuale spezifische Bindung durch eine Erhöhung der Radioligandkonzentration 
gesteigert wird. 
 
►Diese Vorversuche ergeben erste Hinweise darauf, dass in den untersuchten Geweben 
tatsächlich spezifische Bindungsstellen für Uracil existieren. Es liegt die Vermutung na-
he, dass die Inkubationsdauer zu kurz war, da die prozentuale spezifische Bindung mit zu-
nehmender Radioligand-Konzentration ansteigt, was mit einer schnelleren Kinetik bei hö-
heren Radioligand-Konzentration erklärt werden könnte.  
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2.2.2   Temperaturabhängigkeit der [3H]Uracil-Bindung  
 
Aufgrund der ersten Hinweise auf die Existenz einer spezifischen Bindung von [3H]Uracil 
wurde die Überlegung angestellt, ob man die spezifische Bindung durch Erhöhung der In-
kubationstemperatur steigern und das Verhältnis von Gesamtbindung zu unspezifischer 
Bindung verbessern könnte, denn die Kinetik der Bindung ist temperaturabhängig. Hierzu 
wurde in einem Bindungsexperiment bei einer Inkubationszeit von 60 Minuten und einer 
Radioligand-Konzentration von 5 nM die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung 
in Abhängigkeit der Inkubationstemperatur bestimmt. Verglichen wurde die spezifische 
Bindung bei einer Inkubationstemperatur von 5°C (im Eisbad) und 25°C (im Wasserbad). 
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Abb. 2.3: Temperaturabhängigkeit der spezifischen und unspezifischen Bindung von 
[3H]Uracil [5 nM] an Kalbshirn-Striatum- (100 µg) und Kalbshirn-Thalamus-Mem-
branpräparation (100 µg). Die Inkubationszeit betrug jeweils 60 Minuten. Darge-
stellt ist ein Einzelexperiment in Dreifachbestimmung. 
 
 
Tab. 2.2: Spezifische Bindung von [3H]Uracil an Kalbshirn-Membranpräparationen bei einer 
Inkubationsdauer von 60 Minuten und unterschiedlichen Inkubationstemperaturen  
Spezifische Bindung von [3H]Uracil (cpm)  
bei 5°C bei 25°C 
 [cpm] [%] [cpm] [%] 
Kalbs-Striatum-Membran-
präparation (100 µg) 94 41 21776 99 
Kalbs-Thalamus-Membran-
präparation (100 µg) 51 24 10858 98 
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Aus Abb. 2.3 wird deutlich, dass die spezifische Bindung von [3H]Uracil in sehr starkem 
Maße von der Inkubationstemperatur beeinflußt wird. Die spezifische [3H]Uracil-Bindung 
sowohl an Kalbshirn-Striatum- als auch an Kalbshirn-Thalamus-Gewebe läßt sich durch 
Erhöhung der Inkubationstemperatur von 5°C auf 25°C ungefähr 200fach steigern. Der 
prozentuale Anteil der spezifischen Bindung steigt von 41 % auf 99 % bei Kalbs-Striatum-
bzw. von 24 % auf 98 % bei Kalbs-Thalamus-Gewebe. Dies ist ein Hinweis darauf, dass 
das Gleichgewicht im Bindungsassay bei 5°C nach 60 Minuten noch nicht eingestellt 
ist. Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine langsame Kinetik hin. Die nachfolgend 
durchgeführten Kinetikexperimente bestätigen diese Vermutung (siehe dazu Kap. 2.3.5).  
 
 
2.2.3   Proteinlinearität  
 
Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Proteinkonzentration und spezifischer 
Bindung wurden sowohl Rattenhirn-Striatum- als auch -Cortex-Membranpräparationen in 
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (0-100 µg) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 mit 
5 nM [3H]Uracil bei 37°C für 5 Stunden inkubiert und zur Auswertung die Gesamtbindung 
sowie die unpezifische Bindung bestimmt. In Abb. 2.4 ist die spezifische [3H]Uracil Bin-
dung gegen die Proteinkonzentration aufgetragen.  
 
 



























Abb. 2.4: Abhängigkeit der spezifischen [3H]Uracil-Bindung von der Proteinkonzentration 
 
 
Wie Abb. 2.4 zeigt, nimmt die spezifische [3H]Uracil-Bindung mit steigender Proteinkon-
zentration (0-100 µg) sowohl bei Rattenhirn-Striatum- als auch bei Rattenhirn-Cortex-
Membranpräparationen linear zu. Daneben wird das zuvor bereits beobachtete Ergebnis 
bestätigt, dass die Membranpräparation von Rattenhirn-Striatum-Gewebe im Vergleich ei-
ne höhere spezifische Bindung zeigt als die Rattenhirn-Cortex-Membranpräparation. 
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2.2.4 Spezifische [3H]Uracil-Bindung an Humanhirn-Gewebe 
 
Nachdem im Ratten- und Kalbs-Gewebe eine spezifische Bindung für Uracil gefunden 
worden war, sollte untersucht werden, ob die Uracil-Bindungsstellen auch im humanen 
Hirngewebe existieren. Das hierfür verwendete humane Hirncortex- und Nucleus caudate-
und Putamen-Gewebe stammte von einem 79 Jahre alten Mann, der an Herzinfarkt gestor-
ben war. In einem Bindungsexperiment wurden Membranpräparationen der beiden Gewe-
be mit dem Radioliganden [3H]Uracil bei einer Inkubationstemperatur von 37°C (im Was-
serbad) und einer Inkubationsdauer von 5 Stunden inkubiert. Hierbei wurden die Gesamt-
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Spezifische Bindung mit 30 µg Protein
Spezifische Bindung mit 50 µg Protein
Spezifische Bindung mit 100 µg Protein 100
Unspezifische Bindung mit 30 µg Protein
Unspezifische Bindung mit 50 µg Protein








Abb. 2.5: Spezifische Bindungsstellen von [3H]Uracil in humanen Hirn-Gewebe-Mem-
branpräparationen. Der Versuch wurde bei einer Radioligandkonzentration von 
5 nM, einer Inkubationszeit von 5 h und einer Inkubationstemperatur von 37°C 
durchgeführt. Dargestellt ist ein Einzelexperiment in Dreifachbestimmung. 
 
 
Wie Abb. 2.5 veranschaulicht, konnte in humanem Gewebe eindeutig eine spezifische Bin-
dung für [3H]Uracil festgestellt werden. Sowohl in humanem Cortex- als auch in humanem 
Caudate-Putamen-(Striatum-)-Gewebe sind die cpm-Werte für die spezifische Bindung 
sehr hoch, während die unspezifische Bindung vergleichsweise niedrig ist. Dies deutet auf 
eine hohe Expressionsrate der Bindungsstellen im Humangewebe hin. Mit steigender Pro-
teinkonzentration nehmen die absoluten spezifischen Counts nahezu linear zu, während die 
prozentuale spezifische Bindung zwischen 89 und 98 % liegt und sich damit nur geringfü-
gig verändert. Um einen KD-Wert für [3H]Uracil im humanen Hirn-Cortex und -Striatum-
Gewebe ermitteln zu können, wurden an Membranpräparationen dieser Gewebe Sätti-
gungsexperimente durchgeführt, die im Kapitel 2.4.3 diskutiert werden. 
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2.3 Entwicklung eines Radioligand-Rezeptor-Bindungsassays 
für [3H]Uracil an Kalbshirn-Striatum-Membranpräpara-
tionen 
 
Zur Charakterisierung der zuvor identifizierten Bindungsstellen für Uracil sollte mit 
[3H]Uracil ein Standardassay etabliert werden. Hierzu wurden verschiedene Parameter wie 
Inkubationsdauer und -temperatur, Puffer, Radioligandkonzentration sowie Proteinmenge 
näher untersucht. 
 
2.3.1 Einfluss der Puffer-Zusammensetzung 
 
Zur Untersuchung des Einflusses des Inkubationspuffers wurden Bindungsexperimente bei 
einer Inkubationstemperatur von 37°C und einer Inkubationsdauer von 5 Stunden durchge-
führt, bei denen verschiedene Puffer sowie Ionen-Zusätze eingesetzt wurden: 
 10 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
 100 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
 150 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
 200 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4  +  10 mM MgCl2 
 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4  + 100 mM NaCl 
 
Zur Auswertung wurde die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung bestimmt und 
die spezifische Bindung aus der Differenz der beiden Werte berechnet. Die Ergebnisse 
sind in Abb. 2.6 dargestellt.  
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150 mM Tris-Puffer, pH 7,4





























Abb. 2.6: Abhängigkeit der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranpräpara-
tion (50 µg Protein) von der Puffer-Zusammensetzung. Die Experimente wurden 
bei einer Radioligandkonzentration von 5 nM, einer Inkubationszeit von 5 h und ei-
ner Inkubationstemperatur von 37°C durchgeführt. Dargestellt sind die Mittelwer-
te ± SEM von drei unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung.  
 
 
Magnesium-Ionen haben in einer Konzentration von 10 mM nur einen geringen Einfluss 
auf die spezifische Bindung von [3H]Uracil an Kalbs-Striatum, während bei einer NaCl-
Konzentration von 100 mM die Bindung auf 30 % der ursprünglichen spezifischen Bin-
dung absinkt. Die Ionenstärke zeigt auf die spezifische Bindung des Radioliganden einen 
starken Effekt. Die Gesamtbindung nimmt mit zunehmender Ionenstärke deutlich ab, wäh-
rend die unspezifische Bindung sich nicht merklich ändert. Bei Änderung der Konzentrati-
on des Inkubationspuffers (Tris-Puffer, pH 7,4, Abb. 2.7) von 50 mM auf 200 mM beträgt 




Abb. 2.7: Tris-Puffer 
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Tab. 2.3: Einfluss der Puffer-Zusammensetzung auf die spezifische Bindung von [3H]Uracil 
 
Inkubationspuffer Spezifische Bindung  [cpm] ± SEM [n=3] 
Spezifische Bindung 
[%] bezogen 50 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4  
50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 18542 ± 1926 100 % 
50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 
10 mM MgCl2 13678 ± 1850 74 % 
50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 
100 mM NaCl 5518 ± 1698 30 % 
10 mM Tris-Puffer, pH 7,4 4532 ± 141 24 % 
100 mM Tris-Puffer, pH 7,4 2804 ± 141 15 % 
150 mM Tris-Puffer, pH 7,4 2216 ± 139 12 % 
200 mM Tris-Puffer, pH 7,4 1459 ± 57 8 % 
 
 
► Zusammenfassend ist festzuhalten, dass mit 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 ohne weitere 
Ionenzusätze die höchste spezifische [3H]Uracil-Bindung ermittelt werden konnte und sich 
dieser Puffer somit als am besten geeignet erwies. Alle weiteren Versuche wurden, wenn 
nichts anderes angegeben, mit dieser Puffer-Zusammensetzung durchgeführt.    
  
 
2.3.2    Das Lösungsmittel 
 
Da sich nicht alle Substanzen, die in einem Standardassay getestet werden sollen, in wäßri-
gem Milieu lösen, muß ein organisches Lösungsmittel zugesetzt werden. In der Regel 
nimmt man bei Bindungsstudien Dimethylsulfoxid (DMSO), weil es gute Lösungseigen-
schaften besitzt. Es ist allerdings bekannt, dass sich DMSO in hohen Konzentration schäd-
lich auf Proteine auswirken kann. Um den Effekt des Lösungsmittels möglichst gering zu 
halten, wurde bei den Assays eine DMSO-Konzentration von 1 % verwendet. Es konnte 
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2.3.3 Die Membranpräparation  
 
Die Ergebnisse der Vorversuche mit verschiedenen Geweben (Abb. 2.8, siehe auch 
Kap. 2.2.1)  zeigten für das Kalbshirn-Striatum-Gewebe die höchsten absoluten Counts für 
die spezifische Bindung. Bezogen auf die spezifische Bindung an die Kalbs-Striatum-
Membranpräparation (= 100%) zeigt die Rattenhirn-Striatum-Membranpräparation eine 
spezifische Bindung von 57 % und bei Rattenhirn-Cortex-Membranpräparation beträgt 
dieser Wert sogar nur 45 %. Diese Ergebnisse führten zu der Entscheidung, bei den Stan-
dardassays Kalbs-Striatum-Gewebe zu verwenden. Zudem sind Kalbs-Hirne sehr viel ein-
facher, schneller und kostengünstiger zu erwerben (Schlachthof Köln) als die Rattenhirne, 
was einen wirtschaftlich bedeutenden Vorteil darstellt. Bei optimierten Inkubationsbedin-
gungen (5 Stunden bei 37°C), welche aus den Kinetikexperimenten ermittelt wurden, erge-
ben sich bei Einsatz von 50 µg Protein pro Reaktionsansatz relativ hohe Counts für die 
spezifische Bindung bei einem optimalen Verhältnis von Gesamtbindung zur unspezifi-
schen Bindung (ca. 28000 : 230 cpm, Abb. 2.9). Folglich ist die mit 100 µM Uracil be-
stimmte unspezifische Bindung sehr gering (unter 2 %), sodass eine Vorbehandlung des 
Filters mit Polyethylenimin (PEI), welches durch Neutralisierung der sauren Silanolat-
Gruppen des Glasfasermaterials die unspezifische Bindung senken kann229, nicht notwen-
dig ist. Die Filter werden vor dem Absaugen lediglich mit eiskaltem Waschpuffer (50 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4) befeuchtet. Damit ergibt sich ein sehr breites Auswertungsfenster. Die 
optimierte P2-Membranpräparation des Gewebes (Experimenteller Teil, Kap. 7.3.2) liefert 
sehr gut reproduzierbare Daten. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich eine Kalbs-
hirn-Striatum-Membranpräparation mit einer Proteinkonzentration von 50 µg pro Re-
aktionsansatz als Quelle für die Uracil-Bindungsstellen für den Standardassay als am bes-
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 Abb. 2.8: Spezifische [3H]Uracil-Bindung an verschiedene Membranpräparationen in Bezug 
auf die Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation (=100 %). Das Experiment wurde 
bei einer Radioligandkonzentration von 5 nM, einer Inkubationszeit von 5 h und ei-
ner Inkubationstemperatur von 37°C durchgeführt. Dargestellt ist ein Einzelex-
periment in Dreifachbestimmung. 
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2.3.4 Die Radioligandkonzentration 
 
In Kompetitionsexperimenten werden in der Regel Radioligandkonzentrationen zwischen 
1/10 KD und 10 KD eingesetzt. Da ein KD-Wert der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-
Striatum-Membranpräparationen von 5,0 ± 0,9 nM (n=4) und ein Bmax-Wert von 
24,3 ± 1,5 pmol/mg (n=4) bestimmt wurde (Kap. 2.4.1),  könnte man theoretisch eine Ra-
dioligandkonzentration von 0,5–50 nM einsetzen. In Abb. 2.9 sind sie Counts für die spe-
zifische und die unspezifische [3H]Uracil-Bindung an eine Kalbs-Striatum-Membranpräpa-






































Abb. 2.9: Einfluss der Radioligandkonzentration (0,5−10 nM) auf die spezifische und unspe-
zifische [3H]Uracil-Bindung an eine Kalbs-Striatum-Membranpräparation (50 µg 
pro Reaktionsansatz) unter Standardbedingungen  (Inkubationszeit: 5 h; Inkubati-
onstemperatur: 37°C). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler [n=3]. 
 
Wie Abb. 2.9 zeigt, nehmen die cpm-Werte für die spezifische Bindung bei steigender Ra-
dioligandkonzentration nahezu linear zu, wobei die prozentuale spezifische Bindung mit 
ca. 99 % konstant bleibt. Mit einer spezifischen Bindung von 5000 cpm erscheint schon ei-
ne niedrige Konzentration von 0,5 nM für die Genauigkeit von Radioligand-Bindungsstu-
dien als ausreichend, allerdings ist in diesem Fall die sehr langsame Kinetik der 
[3H]Uracil-Bindung der limitierende Faktor. Wie in Kap. 2.3.5 erläutert wird, stellt sich 
das Gleichgewicht unter Verwendung einer Radioligandkonzentration von 5 nM erst nach 
ca. 4 Stunden bei 37°C ein. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist in der Regel mit abnehmen-
der Radioligandkonzentration langsamer, sodass die Inkubationszeit sich bei Einsatz einer 
niedrigeren Konzentration noch mehr verlängern würde. Eine zu lange Inkubationszeit ist 
nicht nur aus Praktikabilitätsgründen von Nachteil, sondern ist auch bezüglich der Stabili-
tät der Bindungsstellen – insbesondere im Hinblick auf die Inkubationstemperatur von 
37°C – nicht empfehlenswert. Somit hat sich eine Radioligand-Konzentration von 5 nM 
für ein Standardassay als optimal erwiesen. 
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2.3.5    Kinetik der [3H]Uracil-Bindung 
 
Um den zeitlichen Verlauf der Reaktion zwischen der Bindungsstelle und dem Liganden 
zu studieren, wurde die Kinetik der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membra-































Abb. 2.10: Assoziation der [3H]Uracil-Bindung an Kalbs-Striatum-Membranpräparationen  
bei 37°C mit einer Radioligandkonzentration von 5 nM. Dargestellt sind die Mittel-


































Abb. 2.11: Dissoziation der [3H]Uracil-Bindung an Kalbs-Striatum-Membranpräparationen 
bei 37°C mit einer Radioligankonzentration von 5 nM. Dargestellt sind die Mittel-
werte ± SEM von zwei unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung. Ge-
zeigt ist ein repräsentatives Experiment. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass das Bindungsgleichgewicht erst nach rund 240 Minuten er-
reicht ist und dass die Konzentration des Protein-Ligand-Komplexes im Gleichgewicht von 
62                                              Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                    
Minute 240 bis 540 stabil bleibt. Erst danach nimmt die Bindung in geringem Maße 
ab. Aus den Assoziations- und Dissoziationskurven kann eine scheinbare Assoziations-
konstante Kob von 0,008555 min-1 sowie eine Dissoziationskonstante Koff von 0,002441 
min-1 ermittelt werden. Aus der Beziehung Kob = Kon • c(L*) + Koff läßt sich die Asso-
ziationskonstante Kon  zu 1,2 * 106 M-1 min-1 berechnen. Zusätzlich kann mit diesen Daten 
der KD-Wert der Bindungsstelle bestimmt werden, da für eine einfache Bindungsreaktion 
die Beziehung KD = Koff / Kon gilt. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante (kinetischer 
KD-Wert) errechnet sich so zu 2,0 nM. Dieser Wert unterscheidet sich von dem Ergebnis 
der Kompetitions- und Sättigungsexperimente (KD = 5,0 nM) um den Faktor 2,5. Diese 
Diskrepanz kann damit begründet werden, dass die Dissoziation in dem untersuchten Zeit-
raum (8 Stunden) kein Plateau erreicht und damit keinen verläßlichen – für die Berechnung 
notwendigen – koff-Wert liefert. 
 
Es handelt sich hierbei um eine sehr langsame Kinetik. Die Dissoziationskurve von  
[3H]Uracil fällt nach der Zugabe des Kaltliganden Uracil innerhalb von acht Stunden von 
hundert auf nur fünfzig Prozent ab. Die Bindung an die [3H]Uracil-Bindungsstellen scheint 
reversibel zu sein, die Dissoziation verläuft allerdings sehr langsam. Eine mögliche Erklä-
rung hierfür könnte sein, dass nach der Bindung des Liganden eine Konformations-
änderung des bindenden Proteins stattfindet, sodass der Ligand nicht mehr so leicht ab-
dissozieren kann. 
 
► Zusammenfassend ist festzuhalten, dass für spätere Gleichgewichtsexperimente (z.B. 
Kompetitionsexperimente) eine Inkubationszeit von 5 Stunden (bei 37°C) gewählt werden 
kann, um eine vollständige Gleichgewichtseinstellung zu erreichen und eine maximal hohe 
Gesamtbindung zu erzielen. Da aus den Kinetikexperimenten kein verläßlicher KD-Wert 
ermittelt werden kann, werden dazu Sättigungsexperimente (Kap. 2.4) herangezogen. 
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2.3.6 Zusammenfassung der Versuchsoptimierung 
 
Die durchgeführten Experimente zur Optimierung des Versuchsaufbaus von Radioligand-
Rezeptor-Bindungsstudien zur Charakterisierung der [3H]Uracil-Bindung führten zu fol-
genden Parametern:  
 
 Radioligand:   [3H]Uracil, 5 nM 
 Protein:   Kalbs-Striatum-Membranpräparation, 50 µg/Röhrchen  
 Inkubationspuffer:    50 mM Tris-Puffer, pH 7,4  
 Substanz für die Be- Uracil, 100 µM   
stimmung der unspe- 
zifische Bindung:  
 Lösungsmittel:  DMSO, 1 % Endkonzentration im Assay 
 Inkubationstemperatur: 37°C (im Wasserbad) 
 Inkubationsdauer:  5 Stunden 
 Filtration   über GF/B-Glasfaserfilter (Befeuchtung der Filter mit Tris-        
                                               Puffer vor dem Absaugen) 
 
 
 Pipettierschema:  10 µL DMSO oder Uracil 100 µM in DMSO  
    oder Testsubstanz in DMSO 
    + 790 mL Inkubationspuffer 
    + 100 µL Radioligand-Lösung 
     + 100 µL Protein 
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2.4 Sättigungsexperimente  
 
Zur weiteren Charakterisierung der zuvor identifizierten Bindungsstelle für [3H]Uracil 
wurden Sättigungsexperimente durchgeführt. Hierbei wurde die Affinität von [3H]Uracil 
für die Bindungsstellen sowie die Anzahl aller vorhandenen Bindungsstellen (Bmax) in ver-
schiedenen Hirn-Geweben unterschiedlicher Spezies (Mensch, Ratte, Kalb) bestimmt. Zur 
Auswertung der Sättigungsexperimente wurden die KD- und die Bmax-Werte für jedes der 
Experimente (in der Regel n=3) aus der nichtlinearen Regression der Sättigungskurven er-
mittelt und anschließend wurde der Mittelwert aus den Einzel-Experimenten berechnet. 
Die Rosenthal-Analyse, bei der die spezifische Bindung (Abszisse) gegen die spezifische 
Bindung geteilt durch die freie Radioligandkonzentration (Ordinate) aufgetragen wird, 
diente nur der Visualisierung der Daten. Es ist zwar auch möglich, den KD- und den Bmax-
Wert aus dem Rosenthal-Plot zu ermitteln, wobei der Absolutwert des Kehrwertes der 
Steigung der transformierten Regressionsgeraden den KD-Wert und der Schnittpunkt der 
Regressionsgeraden mit der Abzisse den Wert für Bmax angibt, allerdings werden bei der 
linearen Auftragung die Standardfehler so „verzerrt“, dass die aus den Geraden zu ermit-
telnden Werte oft nicht den tatsächlichen Werten entsprechen. Aus diesem Grunde eignet 
sich die graphische Darstellung des Rosenthal-Plots nur bedingt für die Datenanalyse. Frü-
her, bevor es gute „Curve fitting“-Programme gab, hat man durchaus KD und Bmax über Li-
nearisierungsverfahren (z.B. Rosenthal-Plot) ermittelt. Heutzutage dienen sie zum einen 
zur Visualisierung und zum anderen geben sie einen Hinweis darauf, ob es sich um eine 
Bindung an einer einzigen Bindungsstelle oder an mehreren Bindungsstellen handelt. Eine 
Gerade weist auf eine einzige Bindungsstelle hin, während eine Kurve auf das Vorliegen 
mehrerer Bindungsstellen hindeutet230,231. 
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2.4.1 KD-Wert am Kalbshirn-Striatum 
 
In den Sättigungsbindungsstudien an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen, in denen 
[3H]Uracil in verschiedenen Konzentrationen von 0,016-75 nM eingesetzt wurde, ergab 
sich im Sättigungsgleichgewicht für vier Experimente eine Dissoziationskonstante (KD) 
von 5,00 ± 0,88 nM und eine maximale Bindungskapazität (Bmax) von 55378 ± 4212 
cpm. Unter Einbeziehung der spezifischen Aktivität des Radioliganden von 38 Ci/mmol, 
der eingesetzten Proteinmenge von 0,05 mg und der Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintil-
lations-Counters wurde aus dem experimentell bestimmten Bmax-Wert von 55378 ± 4212 
cpm die Anzahl der Bindungsstellen zu 24,3 ± 1,5  pmol/mg Protein berechnet. In 
Abb. 2.12 sind die Sättigungskurven dargestellt. 
 












Abb. 2.12: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an Kalbs-Striatum. Die Datenpunkte von 
vier unabhängigen Experimenten, die in Tripletts durchgeführt wurden, sind mit  
Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis wurde ein KD-Wert von 5,00 ± 0,88 nM 
und ein Bmax-Wert von 24,3 ± 1,5  pmol/mg Protein ermittelt. 
 
 
[3H]Uracil zeigte eine hohe − im niedrigen nanomolaren Bereich liegende – Affinität für 
die identifizierten Bindungsstellen im Kalbshirn-Striatum. Weiterhin wurde mit 24,3 pM 
ein sehr hoher Bmax-Wert ermittelt, woraus hervorgeht, dass in der untersuchten Membran-
präparation eine erstaunlich hohe Anzahl an Bindungsstellen vorhanden ist. Durch die ho-
he Affinität, die hohe Dichte an Bindungsstellen und die sehr niedrige unspezifische Bin-
dung von unter 2 % der Gesambindung zeigt [3H]Uracil sehr gute Bindungseigenschaften. 
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Die graphische Darstellung des entsprechenden Rosenthal-Plots ergibt, wie in Abb. 2.13 
gezeigt, eine Gerade, was auf eine einzige Bindungsstelle (mit nicht-kooperativer Bindung) 
für [3H]Uracil an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen hinweist. 
 
 















Abb. 2.13: Darstellung des Sättigungsexperimentes von [3H]Uracil an einer Kalbshirn-
Striatum-Membranpräparation nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient 
aus der spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
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2.4.2 KD-Wert am Rattenhirn-Striatum 
 
In den Sättigungsbindungsstudien an Ratten-Striatum-Membranpräparationen, in denen 
[3H]Uracil in verschiedenen Konzentrationen von 0,016-75 nM eingesetzt wurde, zeigen 
die Kurven einen biphasigen Verlauf. Die Kurven-Anpassung für zwei Bindungsstellen 
war statistisch signifikant besser als für eine einzige Bindungsstelle (p = 0,0239, unge-
paarter t-Test). Im Sättigungsgleichgewicht für zwei Experimente konnte eine Dissozia-
tionskonstante 1 (KD1) von 0,61 ± 0,08 nM und eine Dissoziationskonstante 2 (KD2) von 
48,6 ± 10,7 nM ermittelt werden. Weiterhin ergab sich eine maximale Bindungskapazität 1 
(Bmax1) von  5600 ± 910 cpm und ein Bmax2-Wert von 50500 ± 15900. Unter Einbeziehung 
der spezifischen Aktivität des Radioliganden von 38 Ci/mmol, der eingesetzten Protein-
menge von 0,05 mg und der Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintillations-Counters wurde 
aus den experimentell bestimmten Bmax-Werten die Anzahl der Bindungsstellen zu 
2,43 ± 0,41  pmol/mg Protein (Bmax1) bzw. zu 21,9 ± 7,0 pmol/mg Protein (Bmax2) berech-
net (Abb. 2.14). 
 
 
























Abb. 2.14: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an Rattenhirn-Striatum.  
 Die Datenpunkte von zwei unabhängigen Experimenten, die in Tripletts durchge-
führt wurden, werden mit Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis wurde ein 
KD1-Wert von 0,61 ± 0,08 nM, ein KD2-Wert von 48,6 ± 10,7 nM, ein Bmax1-Wert 
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Die graphische Darstellung des entsprechenden Rosenthal-Plots ergibt, wie Abb. 2.15 
zeigt, zwei Geraden. Dies deutet darauf hin, dass es sich hierbei um mehr als eine einzige 
Bindungsstelle für [3H]Uracil an Rattenhirn-Striatum-Membranpräparationen handelt. 
 
 
















Abb. 2.15: Darstellung des Sättigungsexperimentes von [3H]Uracil an einer Rattenhirn-
Striatum-Membranpräparation nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient 
aus der spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
 
 
Im Gegensatz zu Kalbs-Striatum-Membranpräparationen zeigen Sättigungsexperimente an 
Ratten-Striatum-Membranpräparationen, dass [3H]Uracil vermutlich an zwei verschiedene 
Bindungsstellen mit einem KD1-Wert von 0,61 ± 0,08 nM und einem KD2-Wert von 
48,6 ± 10,7 nM bindet. Die erste Bindungsstelle, an die [3H]Uracil mit hoher Affinität bin-
det, hat einen vergleichsweise niedrigen Bmax-Wert (2,43 ± 0,41 pmol/mg Protein), wohin-
gegen die zweite, niedrigaffine Bindungsstelle einen 9fach größen Bmax-Wert von 
21,9 ± 7,0 pmol/mg Protein aufweist.     
 
Weiterhin fällt auf, dass zwischen den beiden durchgeführten Versuchen relativ hohe Ab-
weichungen zu verzeichnen sind, obwohl die Tripletts innerhalb eines Versuches recht nah 
beieinander liegende Werte liefern. Dies liegt höchstwahrscheinlich daran, dass zwei un-
terschiedliche Ratten-Striatum-Membranpräparationen verwendet wurden. Die maximale 
Anzahl der Bindungsstellen scheint in verschiedenen Membranpräparationen zu variieren.   
    
Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                         69                           
 
2.4.3   KD-Werte am Humanhirn 
 
In Sättigungsexperimenten wurden die Bmax-Werte und KD-Werte von [3H]Uracil an Hu-
manhirn bestimmt. Hierzu wurden Membranen aus unterschiedlichen Hirnarealen – isoliert 
und präpariert aus humanem Post-mortem-Gehirn – verwendet. Untersucht wurden Nuc-
leus caudate und Putamen-Gewebe, Cortex-Gewebe sowie Thalamus-Gewebe.  
 
 
2.4.3.1 Humanes Hirncortex-Gewebe 
 
Das humane Hirncortex-Gewebe stammt von einem 79 Jahre alten Mann, der an Herz-
Kreislauf-Versagen gestorben war. In den Sättigungsbindungsstudien an Humanhirn-
Cortex-Membranpräparation, in denen [3H]Uracil in verschiedenen Konzentrationen von 
0,016-75 nM verwendet wurde, ergab sich im Sättigungsgleichgewicht für drei Experimen-
te eine Dissoziationskonstante (KD) von 4,49 ± 1,07 nM und eine maximale Bindungska-
pazität (Bmax) von 35160 ± 1997 cpm. Unter Einbeziehung der spezifischen Aktivität des 
Radioliganden von 38 Ci/mmol, der eingesetzten Proteinmenge von 0,05 mg und der 
Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintillations-Counters wurde aus dem experimentell 
bestimmten Bmax-Wert von 35160 ± 1997 cpm die Anzahl der Bindungsstellen zu 

















Abb. 2.16: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an humanem Hirncortex-Gewebe. Die 
Datenpunkte von drei unabhängigen Experimenten, die in Tripletts durchgeführt 
wurden, werden mit Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis wurde ein KD-Wert 




Der ermittelte KD-Wert für humanes Cortex-Gewebe stimmt mit 4,5 nM sehr gut mit dem 
zuvor für Kalbs-Striatum ermittelten KD-Wert von 5,0 nM überein. Der Bmax-Wert ist ein 
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wenig niedriger als der für Kalbshirn-Striatum bestimmte Wert, aber mit 21,8 pmol/mg in 
einem ähnlich hohen Bereich. Die unspezifische Bindung ist mit 5 % im Vergleich zum 
Kalbs-Striatum höher. Abb. 2.17 zeigt die entsprechende Darstellung des Sättigungsex-
perimentes nach Rosenthal, welche eine Gerade ergibt. 
 
 
















Abb. 2.17: Darstellung des Sättigungsexperimentes von [3H]Uracil mit humanem Hirncor-
tex-Gewebe nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient aus der spezifische 




2.4.3.2  Humanes Nucleus caudate- und Putamen-Gewebe 
 
Das humane Nucleus caudate- und Putamen-Gewebe stammt von einem 79 Jahre alten 
Mann, der an Herzinfarkt gestorben war. In den Sättigungsbindungsstudien an humanem 
Nucleus caudate- und Putamen-Membranenpräparationen, in denen [3H]Uracil in verschie-
denen Konzentrationen von 0,016-50 nM verwendet wurde, ergab sich im Sättigungs-
gleichgewicht für drei Experimente eine Dissoziationskonstante (KD) von 5,07 ± 0,37 nM 
und eine maximale Bindungskapazität (Bmax) von 32689 ± 2502 cpm. Unter Einbeziehung 
der spezifischen Aktivität des Radioliganden von 38 Ci/mmol, der eingesetzten Protein-
menge von 0,05 mg und der Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintillations-Counters wurde 
aus dem experimentell bestimmten Bmax-Wert von 32689 ± 2502 cpm die Anzahl der Bin-
dungsstellen zu 21,7 ± 1,7 pmol/mg Protein berechnet. In Abb. 2.18 sind die Ergebnisse 
der Sättigungsexperimente dargestellt.  
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Abb. 2.18: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an humanem Nucleus caudate- und Pu-
tamen-Gewebe. Die Datenpunkte von drei unabhängigen Experimenten, die in 
Tripletts durchgeführt wurden, werden mit Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis 




Die Darstellung des Sättigungsexperimentes nach Rosenthal ergab eine Gerade, welche auf 
eine einzige Bindungsstelle mit nicht-kooperativer Bindung hindeutet (Abb. 2.19).  
 
















Abb. 2.19: Darstellung des Sättigungsexperimentes von [3H]Uracil mit humanem Nucleus 
caudate- und Putamen-Gewebe nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quo-
tient aus der spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
 
72                                              Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                    
2.4.3.3 Humanes Thalamus-Gewebe 
 
Das humane Thalamus-Gewebe stammt von einem 72 Jahre alten Mann, der an Nierenver-
sagen gestorben war. In den Sättigungsbindungsstudien an Humanhirn-Thalamus-Mem-
branenpräparationen, in denen [3H]Uracil in verschiedenen Konzentrationen von 0,016-
50 nM verwendet wurde (Abb. 2.20), ergab sich im Sättigungsgleichgewicht für drei Ex-
perimente eine Dissoziationskonstante (KD) von 2,19 ± 0,24 nM und eine maximale Bin-
dungskapazität (Bmax) von 25998 ± 340 cpm. Unter Einbeziehung der spezifischen Aktivi-
tät des Radioliganden von 38 Ci/mmol, der eingesetzten Proteinmenge von 0,05 mg und 
der Zähleffizienz des Flüssigkeits-Szintillations-Counters wurde aus dem experimentell 
bestimmten Bmax-Wert von 25998 ± 340 cpm die Anzahl der Bindungsstellen zu 17,0 ± 0,3 
pmol/mg Protein berechnet. 
 












Abb. 2.20: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an humanem Thalamus-Gewebe. Die 
Datenpunkte von drei unabhängigen Experimenten, die in Tripletts durchgeführt 
wurden, werden mit Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis wurde ein KD-Wert 
von 2,19 ± 0,24 nM und ein Bmax-Wert von 17,0 ± 0,3 pmol/mg Protein ermittelt. 
   
 
[3H]Uracil hat für die Bindungsstellen in humanem Thalamus eine höhere Affinität als für 
die anderen untersuchten Geweben. Der KD-Wert an humanem Thalamus-Gewebe ist mit 
2,2 nM statistisch signifikant niedriger als der ermittelte Wert für Kalbshirn-Striatum 
(p = 0,0385) sowie für Humanhirn-Striatum (p = 0,029). Gleichzeitig zeigt sich eine im 
Vergleich niedrigere Anzahl an Bindungsstellen im untersuchten Gewebe.  
 
Bei der graphischen Darstellung der Sättigungsexperimente an Humanhirn-Thalamus-
Membranenpräparationen nach Rosenthal ergibt sich, wie Abb. 2.21 zeigt, eine Gerade, 
welche – wie auch bei den anderen untersuchten Hirngeweben – auf das Vorliegen einer 
einzigen Bindungsstelle mit nicht-kooperativer Bindung hindeutet.  
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Abb. 2.21: Darstellung des Sättigungsexperiment mit humanem Thalamus-Gewebe nach       
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2.4.4 KD-Wert an NG108-15-Zellen 
 
Neben den Sättigungsexperimenten an Human-und Ratten-Gewebe-Membranpräparatio-
nen, sollten auch Sättigungsexperimente an Membranpräparationen von NG108-15-
Zellen – einer Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliom-Zelllinie – durchgeführt werden. In 
Vorversuchen konnte im Vorfeld schon gezeigt werden, dass auch die NG108-15-Zellen 
eine relativ hohe spezifische [3H]Uracil-Bindung zeigen. Es drängte sich die Frage auf, ob 
es sich bei diesen Bindungsstellen um die gleichen Bindungsstellen handelt wie die zuvor 
in nativen Geweben bereits identifizierten. Um diesen Sachverhalt durch Kompetitionsex-
perimente näher untersuchen zu können, war es von großem Interesse, in Sättigungsexperi-
menten die Dissoziationskonstante KD zu ermitteln.  
In den Sättigungsbindungsstudien an NG108-15-Zellmembranpräparationen, in denen 
[3H]Uracil in verschiedenen Konzentrationen von 0,016-75 nM verwendet wurde, ergab 
sich im Sättigungsgleichgewicht für zwei Experimente eine Dissoziationskonstante (KD) 
von 5,47 ± 0,29 nM und eine maximale Bindungskapazität (Bmax) von 15910 ± 140 cpm 
(Abb. 2.22). Unter Einbeziehung der spezifischen Aktivität des Radioliganden von 38 
Ci/mmol, der eingesetzten Proteinmenge von 0,05 mg und der Zähleffizienz des Flüssig-
keits-Szintillations-Counters wurde aus dem experimentell bestimmten Bmax-Wert von 
















Abb. 2.22: Sättigungsexperiment von [3H]Uracil an NG108-15 Zellen. Die Datenpunkte von 
zwei unabhängigen Experimenten, die in Tripletts durchgeführt wurden, werden mit 
Standardfehler dargestellt. Als Ergebnis wurde ein KD-Wert von 5,47 ± 0,29 nM 
und ein Bmax-Wert von 6,3 ± 0,05  pmol/mg Protein ermittelt. 
 
 
Abb. 2.23 zeigt die entsprechende graphische Darstellung nach Rosenthal, welche eine Ge-
rade ergibt. Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis darauf, dass es sich auch hierbei um eine 
Bindung an eine einzige Bindungsstelle nicht-kooperativer Bindung (bzw. an mehrere 
Bindungsstellen mit sehr ähnlicher Affinität) handelt. 
Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                         75                           
 

















Abb. 2.23: Darstellung des Sättigungsexperimentes von [3H]Uracil mit NG108-15-Zell-
Membranpräparation nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient aus der 
spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
 
 
Im Vergleich zu Ratten-Striatum-Membranpräparationen zeigen die Sättigungskurven an 
NG108-15-Zellen-(Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliom-Zelllinie)-Membranpräparationen 
einen monophasischen Verlauf. Der für die NG-Zellen ermittelte KD-Wert von 5,47 nM ist 
statistisch signifikant größer als der für Ratten-Striatum bestimmte KD1-Wert 
(KD = 0,61 nM) und statistisch signifikant niedriger als der KD2-Wert (48,6 nM). Der Bmax-
Wert liegt mit 6,3 ± 0,05 pmol/mg Protein ungefähr zwischen den beiden für Ratten-
Striatum-Membranpräparationen ermittelten Bmax-Werten (2,43 bzw. 21,9 pmol/mg Pro-
tein). Es deutet sich an, dass die in Ratten-Striatum-Membranpräparationen identifizierten 
niedrigaffinen Bindungsstellen nur oder zumindest nur in größerer Anzahl in der Spezies 
Ratte existieren. Durch den Maus-Neuroblastom-Anteil in den NG-Zellen scheint die An-
zahl der niedrigaffinen Bindungsstellen zu niedrig zu sein als dass sie in den Sättigungs-
experimenten detektiert werden können. Weitere Untersuchungen müssen folgen, um die-
sen Sachverhalt genauer aufzuklären.    
 
Die KD-Werte der anderen untersuchten Gewebe (Kalbs-Striatum und Humanhirn) stim-
men mit dem für die NG108-15-Zellen ermittelten KD-Wert sehr gut überein. Anders ver-
hält es sich bezüglich des Bmax-Wertes. Mit 6,3 ± 0,05  pmol/mg Protein ist der Bmax-Wert 
bei den NG-Zellen signifikant niedriger als beim Kalbs-Striatum und bei den untersuchten 
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2.4.5  Untersuchung des Effektes von Guanosin-5´-triphosphat auf die 
[3H]Uracil-Bindung 
 
Nachdem in Sättigungsexperimenten an Kalbshirn- und Humanhirn-Membranpräpara-
tionen eine sättigbare [3H]Uracil-Bindung gezeigt werden konnte, sollte in weiteren Stu-
dien untersucht werden, ob Guanosin-5´-triphosphat (GTP) einen Einfluss auf die Bindung 
von [3H]Uracil hat. Hierzu wurden Sättigungsexperimente an Kalbs-Striatum-Membran-
präparationen in An- und Abwesenheit von GTP bzw. dem stabilen Analogon 5’-Guanyl-






















Abb. 2.24: Struktur von 5’-Guanylimidodiphosphat (Gpp(NH)p) 
 
 
Die für [3H]Uracil an Kalbs-Striatum-Membranen erhaltenen Sättigungskurven in Ab- und 
Anwesenheit von GTP – aufgenommen in einem Konzentrationsbereich von 0,016- 
75 nM – sind in Abb. 2.25 dargestellt.  

















Abb. 2.25: Sättigungskurven von [3H]Uracil an Kalbs-Striatum in Abwesenheit [#] und in An-
wesenheit von GTP (100 µM) [♦]. Als Ergebnis wurde in Abwesenheit von GTP ein 
KD-Wert von 2,67 nM und ein Bmax-Wert von 19,6 pmol/mg Protein und in Anwe-
senheit von GTP (100 µM) ein KD-Wert von 2,27 nM und ein Bmax-Wert von 
23,0 pmol/mg Protein ermittelt. Dargestellt ist ein Einzelexperiment in Dreifach-
bestimmung. 
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In Abb. 2.26 ist die entsprechende graphische Darstellung nach Rosenthal abgebildet. Die 
Geraden geben einen Hinweis darauf, dass es sich sowohl in An- als auch in Abwesenheit 
von GTP um eine Bindung an eine einzige Bindungsstelle handelt. 
 
 
















Abb. 2.26: Darstellung der Sättigungsexperimente in Abwesenheit [#] und in Anwesenheit von 
Gpp(NH)p (100 µM) [♦] nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient aus der 
spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
 
 
Um auszuschließen, dass das GTP während der 5stündigen Inkubationszeit hydrolysiert 
wird, wurden weitere Sättigungskurven in Ab- und Anwesenheit von 5’-Guanylimidodi-
phosphat (Gpp(NH)p) durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Sättigungsexperimente sind in 
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Abb. 2.27: Sättigungskurven von [3H]Uracil an Kalbs-Striatum in Abwesenheit [#] und in An-
wesenheit von Gpp(NH)p (100 µM) [♦].Die Datenpunkte von je zwei unabhängigen 
Experimenten, die in Tripletts durchgeführt wurden, werden mit Standardfehler 
dargestellt. Als Ergebnis wurde in Abwesenheit von Gpp(NH)p ein KD-Wert von 6,4 
± 0,34 nM und ein Bmax-Wert von 26,6 ± 0,4 pmol/mg Protein und in Anwesenheit 
von Gpp(NH)p (100 µM) ein KD-Wert von 4,7 ± 0,32 nM und ein Bmax-Wert von 
22,6 ± 0,3 pmol/mg Protein ermittelt. 
 
 
Abb. 2.28 zeigt die graphische Darstellung der Sättigungsexperimente in An- und Abwe-
senheit von Gpp(NH)p nach Rosenthal.  
  
















Abb. 2.28: Darstellung der Sättigungsexperimente in Abwesenheit [#] und in Anwesen-
heit von Gpp(NH)p (100 µM) [♦] nach Rosenthal. Gebunden/Frei ist der Quotient 
aus der spezifische Bindung und der freien Radioligandkonzentration. 
 
 
Der Rosenthal-Plot ergibt jeweils eine Gerade und deutet darauf hin, dass – wie erwartet – 
auch in Anwesenheit von Gpp(NH)p der Radioligand an eine einzige Bindungsstelle bin-
det. 
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In Tab. 2.4 sind die Ergebnisse aller Experimente zusammengestellt. 
 
 
Tab. 2.4: Affinität von [3H]Uracil zu Uracil-Bindungsstellen in Kalbshirn-Striatum-Membran-
präparationen in An- und Abwesenheit von GTP bzw. Gpp(NH)p 
 KD [nM] ± SEM  Bmax [pmol/mg] ± SEM  
Kontrolle [n=2] 6,38 ± 0,34  26,6 ± 0,4  
Gpp(NH)p (100 µM) [n=2] 4,66 ± 0,32  22,6 ± 0,3  
Kontrolle [n=1] 2,67  19,6  
GTP (100 µM) [n=1] 2,27  23,0   
Kontrolle [n=3] 5,15  ± 1,25 24,3 ± 2,4  
GTP (100 µM)/ Gpp(NH)p 
(100 µM) [n=3] 3,86  ± 0,82  22,7 ± 0,2  
p-Wert 
p = 0,4389 
→ kein statistisch 
signifikanter 
Unterschied 
p = 0,5445 




In Anwesenheit von GTP bzw. des stabilen Analogen Gpp(NH)p ist der KD-Wert zwar im 
Vergleich zur Kontrolle geringfügig niedriger, der Unterschied ist jedoch statistisch nicht 
signifikant (Tab. 2.4). Auch der Bmax-Wert wird durch die Anwesenheit des Guanosinnuk-
leotids nicht wesentlich beeinflußt. 
 
►Zusammenfassend ist festzuhalten, dass weder GTP noch Gpp(NH)p einen Effekt auf 
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2.4.5    Zusammenfassung 
 
In Kalbs-Striatum-Membranpräparationen wird von dem Radioliganden [3H]Uracil eine 
einzige hochaffine (KD = 5,00 nM) Bindungsstelle (bzw. mehrere Bindungsstellen mit sehr 
ähnlicher Affinität) detektiert. Der Bmax-Wert ist mit 24,3 pmol/mg Protein sehr hoch. Die 
Sättigungsexperimente an humanen Hirn-Geweben ergeben ähnliche Ergebnisse. Sowohl 
an Humanhirn-Striatum- als auch -Cortex- und -Thalamus-Membranpräparationen bindet 
[3H]Uracil mit hoher Affinität mit einem KD-Wert von 5,07 bzw. 4,49 und 2,19 nM an eine 
einzige Bindungsstelle. Die Bmax-Wert liegen im Bereich von 17,0-21,8 pmol/mg Protein 
und stimmen damit ebenfalls sehr gut mit dem für Kalbs-Striatum ermittelten Wert über-
ein. Im Gegensatz dazu weisen Sättigungsexperimente an Ratten-Striatum-Membran-
präparationen zwei verschiedene Bindungsstellen für [3H]Uracil auf. Die KD-Werte liegen 
beide im nanomolaren Bereich, wobei der eine mit 0,61 nM niedriger und der zweite mit 
48,6 nM größer ist als die für die anderen untersuchten Gewebe ermittelten KD-Werte. Die 
Unterschiede sind statistisch signifikant (p < 0,0153 bzw. p < 0,0124, ungepaarter t-Test). 
Neben dem Ratten-Striatum-Gewebe wurden auch NG108-15-Zellen untersucht, bei denen 
es sich um eine Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliom-Hybrid-Zellinie handelt. Die entspre-
chenden Sättigungskurven zeigen den typischen Verlauf einer monophasischen Bindung. 
In den NG-Zellen scheint der Radioligand nur eine einzige hochaffine Bindungsstelle 
(KD = 5,47 nM) zu detektieren. Die Anzahl der Uracil-Bindungsstellen ist in NG-Zellen 
geringer (6,3 pmol/mg Protein). Die Sättigungsexperimente in An- und Abweseheit von 
GTP bzw. Gpp(NH)p ergeben, dass GTP keinen Einfluß auf die [3H]Uracil-Bindung an 
Kalbs-Striatum-Geweben hat.  
 
In Tab. 2.5 sind die ermittelten KD- und Bmax-Werte zusammengefasst und in Abb.2.29 
vergleichend dargestellt. 
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Tab. 2.5: Vergleich der KD-Werte und Bmax-Werte aus Sättigungsexperimenten mit [3H]Uracil 
an verschiedenen Membranpräparationen [n=2-4] 
Gewebe KD ± SEM [nM] 
[n=3] 
Bmax ± SEM [cpm] 
[n=3] 
Bmax ± SEM 
[pmol/mg Protein] 
[n=3] 
Kalbs-Striatum 5,00 ± 0,88☼ 55400 ± 4212☼ 24,3 ± 1,5☼ 
Kalbs-Striatum  
 + GTP 100 µM 
(bzw. Gpp(NH)p 
100 µM) 
3,86  ± 0,82  52400 ± 415  22,7 ± 0,2 
Ratten-Striatum 
KD1:  
0,61 ± 0,08 nM♦ 
KD2:  
48,6 ± 10,7 nM♦ 
 
Bmax1:  
5600 ± 910♦ 
Bmax2:  
50500 ± 15900♦ 
Bmax1:  
2,43 ± 0,41♦ 
Bmax2:  
21,9 ± 7,0 
NG108-15-Zellen 5,47 ± 0,29 nM  15910 ± 140♦ 6,3 ± 0,05♦ 
Human-Striatum 5,07 ± 0,37 32689 ± 2502 21,7 ± 1,7 
Human-Cortex 4,49 ± 1,07 35160 ± 1997 21,8 ± 1,2 
Human-Thalamus 2,19 ± 0,24 25998 ± 340 17,0 ± 0,3 































































































Abb. 2.29: KD-Werte und Bmax-Werte aus Sättigungsexperimenten mit [3H]Uracil an verschie-
denen Membranpräparationen [n=2-4] 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Uracil-Bindungsstellen in allen un-
tersuchten Hirn-Geweben in sehr hoher Dichte vorhanden sind. Die Bmax-Werte reichen 
von 2,43 (Ratten-Striatum, Bmax1-Wert) bis 24,3 (Kalbshirn-Striatum) pmol/mg Protein. 
Die KD-Werte liegen – mit Ausnahme des KD2-Wertes für die Ratten-Striatum-Membran-
präparation – alle im unteren nanomolaren Bereich und zeigen damit eine hohe Affinität 
des Radioliganden [3H]Uracil für die untersuchten Gewebe. Die breite und hohe Expres-
sion der Uracil-Bindungsstellen sowohl in Hirn-Geweben von Nagetieren (Ratte) als auch 
in humanen Hirn-Geweben läßt eine wichtige physiologische Rolle dieser Bindungsstellen 
vermuten.  
 
An dieser Stelle drängt sich die Frage auf, ob auch außerhalb des Gehirns Uracil-Bin-
dungsstellen existieren. Hierzu wurden Experimente mit verschiedenen Zelllinien durchge-












Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                         83                           
 
2.5 Kompetitionsexperimente an Kalbshirn-Striatum-Mem-           
branpräparationen 
 
Zur weiteren Charakterisierung der Uracil-Bindungsstelle wurden Kompetitionsexperimen-
te mit [³H]Uracil in einer Endkonzentrationan von 5 nM an Kalbshirn-Striatum-Membran-
präparationen durchgeführt. Ziel dieser Untersuchungen war in erster Linie, die Struktur-
Wirkungsbeziehungen aufzuklären. Hierzu wurde eine Vielzahl von weitgehend mono-
substituierten Uracil-Derivaten getestet, um herausfinden zu können, welche Partialstruktu-
ren von Uracil für die Bindung notwendig sind und welche ausgetauscht werden können. 
Die Uracil-Derivate konnten zum Teil kommerziell erworben werden und zum Teil wur-
den sie im Arbeitskreis von Frau Prof. C. E. Müller synthetisiert. 
  
Ein weiterer Schwerpunkt lag darin, so weit wie möglich auszuschließen, dass es sich bei 
der identifizierten Bindungsstelle um eine bereits bekannte Zielstruktur handelt. Hierzu 
wurde eine Reihe von Substanzen verschiedener Strukturklassen – darunter Verbindungen, 
die nachweislich hochaffine Liganden an bekannten Rezeptoren sind – auf die Affinität zur 
Uracil-Bindungsstelle hin untersucht. 
 
Bei allen Kompetitionsexperimenten wurde in der Weise vorgegangen, dass zunächst 
Screening-Versuche mit allen Testsubstanzen durchgeführt wurden. In diesen Experimen-
ten wurde jeweils die Gesamtbindung, die unspezifische und die spezifische [3H]Uracil-
Bindung in Gegenwart von in der Regel 10 µM bzw. 100 µM Testsubstanz sowie in dessen 
Abwesenheit bestimmt. Auf diese Weise konnten diejenigen Testsubstanzen selektiert wer-
den, welche eine Verdrängung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung bewirkten. Mit diesen 
Verbindungen wurden anschließend [3H]Uracil-Kompetitionsexperimente unter Einsatz 
verschiedener Konzentrationen durchgeführt, um Kurven zu erhalten und anhand der Ki-
Werte die Affinität der Substanzen zu bestimmen. 
 
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM von n Experimenten in Dreifachbestimmung 
dargestellt. Der Standardfehler SEM (standard error of the mean) lässt sich folgenderma-
ßen berechnen: 
 
SEM = SD/√n 
 
wobei n die Anzahl der Experimente und SD die Standardabweichung ist.
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2.5.1  Homologe Kompetitionsexperimente 
 
Zur Bestätigung des in den Sättigungsexperimenten bestimmten KD-Wertes sowie zur Er-
mittlung des Hill-Koeffizienten nH (Maß für die Kurvensteilheit) wurden sog. ´Homologe 
Bindungsstudien´ durchgeführt. In diesen Kompetitionsexperimenten wurde der Ki-Wert 
von Uracil am Kalbs-Striatum mit [3H]Uracil als Radioligand bestimmt (Abb. 2.30). Es 
ergab sich ein Ki-Wert-Wert von 5,06 nM ± 0,18, welcher mit dem in den Sättigungsexpe-
rimenten ermittelten KD-Wert von 5,00 nM ± 0,88 exakt übereinstimmt. Der Wert des 
Hill-Koeffizienten (nH) für eine Hemmung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung lag bei 
1,0 ± 0,04, sodass eine positive Kooperativität (nH > 1, d.h. die Bindung eines Moleküls er-
leichtert die Bindung weiterer Moleküle) und eine negative Kooperativität (nH < 1, d.h. die 
Bindung eines Moleküls erschwert die Bindung weiterer Moleküle) ausgeschlossen werden 
kann232. 
 




























Abb. 2.30: Homologe Kompetition zwischen dem Radioliganden [3H]Uracil und dem nicht ra-
dioaktiven Uracil an Kalbs-Striatum. Als Ergebnis wurde ein Ki-Wert von 5,06 nM ± 
0,18 (n=3) ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander 
unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung (für einige Punkte ist der 
SEM durch das Symbol überdeckt).  
 
 
Die Daten aus den homologen Kompetitionsexperimenten weisen darauf hin, dass 
[3H]Uracil mit hoher Affinität (KD = 5,0 nM) an nur eine Klasse von Bindungsstellen bin-
det (denkbar sind prinzipiell auch zwei (oder mehrere) verschiedene Bindungsstellen mit 
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2.5.2 Heterologe Kompetitionsexperimente mit Uracil-Derivaten 
 
Zur weiteren Charakterisierung der [3H]Uracil-Bindungsstelle an Kalbshirn-Striatum-
Membranen wurde in heterologen Kompetitionsexperimenten (n=3) die Bindung von 
[3H]Uracil in An- und Abwesenheit von verschiedenen Uracil-Derivaten bestimmt. Bei den 













Abb. 2.31: Zählweise von Uracil  
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2.5.2.1 Uracil-Derivate mit Substitution in Position 1 bzw. 2 
 
Insgesamt wurden fünf an Position 1 oder 2 monosubstituierte Uracil-Derivate untersucht. 
In Tab. 2.6 sind die Affinitäten dieser Substanzen aufgelistet.  
 
 
Tab. 2.6: Affinitäten der an Position 1 bzw. 2 monosubstituierten Uracil-Derivate zur U-
racil-Bindungsstelle an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 10 µMa  
[n=3] 



























> 10.000 (53 % ± 2) 



















> 100.000 (15 % ± 5, 100 µM) 
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Am  N1 werden polare Gruppen besser toleriert als unpolare, wobei das Wasserstoffatom 
bisher am besten toleriert wird. Die Substitution des Wasserstoffatoms am N1 durch eine 
Methyl-Gruppe (Verbindung 2) führt zu einer inaktiven Verbindung. Auch die Einführung 
einer Hydroxethyl-Gruppe (Verbindung 3) führt zu einem Affinitätsverlust. Interessanter-
weise ist 1-Propargyluracil (1) mit einem Ki-Wert von 100 nM eine relativ affine Substanz 
Die Kompetitionskurve ist in Abb. 2.32 dargestellt. Die Ethin-Gruppe scheint einen positi-
ven Effekt auf die Bindung zu haben. Aufgrund der geringen Anzahl der zu Verfügung 
stehenden Substanzen mit einer Monosubstitution an Postion 1 ist es nicht möglich, eine 
eindeutige Aussage über die Struktur-Wirkungs-Beziehung zu machen. Es erscheint sinn-
voll, weitere Derivate zu untersuchen, um diesen Sachverhalt aufklären zu können. In 
Postion 2 verhält es sich ähnlich. Auch hier ist die Anzahl der getesteten Substanzen sehr 
limitiert. Das 2-Thiouracil (4), bei dem das Sauerstoff-Atom durch ein Schwefel-Atom er-
setzt ist, zeigt mit einem Ki-Wert von 2541 nM eine 500fach niedrigere Affinität als Uracil 
(Abb. 2.32). Der Austausch der Oxo-Gruppe durch eine Aminogruppe in Position 2 (5) 
wird nicht toleriert und führt zu einem gänzlichen Affinitätsverlust. Eine Erklärung dafür 
könnte sein, dass bei Isocytosin ein anderes Tautomer vorliegt, wobei das Stickstoff an Po-
sition nicht protoniert vorliegt. Möglicherweise ist dieses N3-H für die Bindung wich-
tig, sodass das Fehlen zu einem Affinitätsverlust führt. Interessant für zukünftige Experi-
mente sind Derivate mit Alkoxy-Gruppen in Position 2 sowie polare Substituenten (Halo-
gen-Substitution) in Position 1.  
 

























Abb. 2.32: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranen durch 
1-Propargyluracil und 2-Thiouracil. Als Ergebnis wurde für 2-Thiouracil ein Ki-
Wert von 2541 nM ± 171 (n=3) und für 1-Propargyluracil ein Ki-Wert von 
100 nM ± 0,9 (n=3) ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei von-
einander unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung (für einige Punkte ist 
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2.5.2.2  Uracil-Derivate mit Substitution in Position 3 bzw. 4   
 
Eine Methyl-Substitution an Position 3 (Verbindung 6) bewirkt bereits einen 200fach hö-
heren Ki-Wert im Vergleich zum unsubstituiertem Uracil. Größere Substituenten wie die 
Benzyl- und Phenacyl-Gruppe (7-10) werden nicht toleriert. Der Austausch der Oxo-
Gruppe in Position 4 durch eine Amino-Funktion (Cytosin, 11) führt zu einem gänzlichen 
Aktivitätsverlust. Neben der fehlenden, eventuell für die Bindung wichtigen, Oxo-Gruppe, 
liegt auch bei Cytosin – ähnlich wie bei Isocytosin – ein Tautomer vor, bei dem das Stick-
stoff an Position 3 nicht protoniert ist. Somit wird die Vermutung, dass eventuell das N3-H 
für die Bindung notwendig ist, bestätigt. Die Ergebnisse der Testungen der Uracil-Derivate 
mit Substitution an Position 3 bzw. 4 sind in Tab. 2.7 zusammengefasst. Die Kompetiti-
onskurve von 3-Methyluracil ist in Abb. 2.33 dargestellt.  
 
Tab. 2.7: Affinitäten der an Position 3 bzw. 4 monosubstituierten Uracil-Derivate zur Ura-
cil-Bindungsstelle an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3).   










Nr. Verbindung R 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM  






























> 10.000 (13 % ± 2) 









> 10.000 (45 % ± 5) 
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Abb. 2.33: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbs-Striatum-Membranen durch 3-Methyl-
uracil. Als Ergebnis wurde ein Ki-Wert von 1068 nM ± 72 (n=3) ermittelt. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experimen-
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2.5.2.3  Uracil-Derivate mit Substitution in Position 5 
 
In Position 5 wird nach bisheriger Erkenntnis am meisten toleriert. Das 5-Fluoruracil (12) 
weist einen Ki-Wert von 8,12 nM auf und besitzt nach Uracil die höchste Affinität zu der 
Uracil-Bindungsstelle. Allgemein nimmt die Affinität mit zunehmender Atomgröße des 
Substituenten in der Reihenfolge F > Cl > Br > I ab, wobei 5-Ioduracil bereits einen um 
70fach höheren Ki-Wert zeigt (Abb. 2.34). Die Bindung von 5 nM [3H]Uracil an Kalbs-
Striatum wird von den untersuchten 5-Halogensubstituierten Derivaten monophasisch ver-
drängt. Die Werte für den Hill Koeffizient (nH) der einzelnen Experimente für eine Hem-
mung der spezifischen Bindung [3H]Uracil-Bindung liegen zwischen 0,8 und 1. 
 
 




5-Ioduracil;    Ki = 341 nM ± 13 [n=3]
5-Bromuracil; Ki = 18,6 nM ± 0,1 [n=3]
5-Fluoruracil; Ki = 8,12 nM ± 0,93 [n=3]
5-Chloruracil; Ki = 9,02 nM ± 0,51 [n=3]





















Abb. 2.34: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranen durch Halo-
gensubstituierte Derivate. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei vonei-
nander unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung (für einige Punkte ist 
SEM durch das Symbol überdeckt). 
 
 
In Tab. 2.8 sind die Affinitäten aller untersuchten Uracil-Derivate, welche an Position 5 
monosubstituiert sind, aufgelistet. 
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Tab. 2.8: Affinitäten der an Position 5 monosubstituierten Uracil-Derivate zur Uracil-Bin-                   








Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 10 µM 
[n=3] 
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92                                              Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                    
Die Substitution des Wasserstoffatoms in Position 5 durch eine Methyl-Gruppe (Thymin, 
26) wird gut akzeptiert. Die Substanz hat eine hohe Affinität zu der Bindungsstelle. Die 
Verlängerung der Kette um eine Methylen-Gruppe (27) führt zu einer Affinitätsernied-
rigung um den Faktor 300 im Vergleich zum Uracil. Noch längere Ketten (Verbindungen 
28-31) bewirken einen gänzlichen Aktivitätsverlust. Vergleicht man 5-(Trifluoromethyl)-
uracil (16) mit Thymin (26), so fällt auf, dass die erste Verbindung mit einem Ki-Wert von 
304 nM etwa 30fach weniger affin ist als das 5-Methyl-Derivat (10,4 nM). Polare Verbin-
dungen scheinen in der Regel eine im Vergleich niedrigere Affinität zu besitzen als unpo-
lare Substituenten. Interessanterweise wird der relativ große Benzyl-Rest (Verbindung 32) 
gut toleriert (Ki = 504 nM). Es bietet sich an, in Zukunft weitere aromatische Verbindun-
gen zu untersuchen. 5-Acetyluracil (21) besitzt für die Uracil-Bindungsstelle in einer Kon-
zentration von 10 µM keine Bindungsneigung. Ein Protonen-Akzeptor scheint in dieser 
Position von Nachteil zu sein.  
Eine Nitro-Gruppe (25) führt zu einer Affinität im mikromolaren Bereich. Die Einführung 
einer polaren Cyano-Gruppe resultiert in einer Verbindung (23) mit einem Ki-Wert von 
882 nM. 5-Azidouracil (24), welches für die Isolierung und Sequenzierung der Uracil-
Bindungsstellen von großer Bedeutung ist (siehe Kap. 3), hat einen vergleichsweise hohen, 
im mikromolaren Bereich liegenden, Ki-Wert von 1,3 µM ± 0,2 (n=3). Als weitere Test-
substanzen sind u.a. Derivate mit polaren Substituenten (z.B. Carboxyl-Gruppe) von Inte-
resse. 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass an Postion 5 – insbesondere kleine – 
Substituenten relativ gut akzeptiert werden. Zwar zeigt keine der Derivate eine höhere Af-
finität als das unsubstituierte Uracil, jedoch kommt 5-Fluoruracil dem Ki-Wert von Uracil 
schon sehr nahe (8,12 nM ± 0,93 [n=3] vs. 5,0 nM ± 0,18 [n=3]).   
 
 
2.5.2.4  Uracil-Derivate mit Substitution in Position 6  
 
In Position 6 werden Substituenten sehr schlecht toleriert. Schon die Substitution eines 
Chlor-Atoms (6-Chloruracil, 34) führt zu einem gänzlichen Aktivitätsverlust. Ebenso zeigt 
auch 6-Methyluracil (35) keine Affinität mehr zu der Bindungsstelle. Orotsäure (38), ein 
Substrat der Orotat-Phosphoribosyltransferase (Pyrimidin-de-novo-Synthese, Kap. 1.2.1), 
unterscheidet sich von Uracil durch eine Carboxyl-Gruppe in Position 6. Dies führt zu ei-
ner inaktiven Verbindung. Durch die Substitution einer Amino-Gruppe (Verbindung 36) 
und auch einer Azido-Gruppe (Verbindung 37) geht die Affinität zur Uracil-Bindungsstelle 
völlig verloren. Interessanterweise zeigt jedoch 6-Hydrazinouracil (33) mit einem 
Ki-Wert von  80,1 nM ± 9,7 – als einzige unter den bisher untersuchten Verbindungen mit 
einer Substitution an Position 6 – relativ gute Bindungseigenschaften (Abb. 2.35). In 
Tab. 2.9 sind die Ergebnisse aufgelistet.   
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Tab. 2.9: Affinitäten der an Position 6 monosubstituierten Uracil-Derivate zur Uracil-Bin-
dungsstelle an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3).  










Nr. Verbindung R 
Ki [nM] ± SEM oder 

































> 100.000 (40 % ± 2, 100µM) 

































Abb. 2.35: Hemmung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranprä-
parationen durch 6-Hydrazinouracil (Ki-Wert = 80,1 nM ± 9,7). Dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experimenten in Drei-
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2.5.2.5   Uracil-Derivate mit mehrfacher Substitution  
 
Neben den monosubstituierten Uracil-Derivaten wurde auch eine Reihe von mehr-
fachsubstituierten Derivaten getestet. 6-Propyl-2-thiouracil (44), eine als Thyreostatikum 
auf dem Markt befindliche Substanz, zeigt an der Uracil-Bindungsstelle keine Bindungs-
neigung. Eine 6-Azido-5-Halogen-Substitution (40, 41) ebenso wie eine 6-Amino-5-Halo-
gen-Substitution (42, 43) führen zu inaktiven Verbindungen. In Tab. 2.10 sind die Affini-
täten der untersuchten Uracil-Derivate mit mehrfacher Substitution aufgelistet. 
 
Tab. 2.10: Affinitäten verschiedener mehrfach substituierter Uracil-Derivate zur Uracil-Bin-
dungsstelle an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM bei 
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Durch Austausch der beiden Sauerstoffatome des Uracils durch Schwefelatome nimmt die 
Affinität in starkem Maße ab. Mit einem Ki-Wert-Wert von 2011 nM ± 146 (Abb. 2.36) ist 
Dithiouracil 400fach schwächer affin als Uracil. Der Wert des Hill-Koeffizienten (nH) für 
eine Hemmung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung liegt bei 1,1 ± 0,04, was auf eine ein-
zige Bindungsstelle mit nicht-kooperativer Bindung hindeutet.  
 



























Abb. 2.36: Hemmung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung an Membranpräparationen des 
Kalbshirn-Striatums durch Dihiouracil (Ki = 2011 nM ± 146). Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experimenten in Dreifach-
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2.5.2.6  Dihydrouracil 
 
Die Reduktion von Uracil zu 5,6-Dihydrouracil mittels der Dihydropyrimidin-Dehydroge-
nase (EC 1.3.1.2) ist die Schrittmacherreaktion des Pyrimidin-Abbaus (Kap. 1.2.3). Von 
daher ist es sehr interessant, die Affinität dieser Substanz zu der Uracil-Bindungsstelle zu 
untersuchen. 5,6-Dihydrouracil ist ein Uracil-Derivat, bei dem die 5,6-Doppelbindung hyd-
riert ist. Die Kompetitionsexperimente ergaben einen Ki-Wert-Wert von 125 nM ± 19 
(Abb. 2.37).   
 




























Abb. 2.37: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranen durch Di-
hydrouracil. Als Ergebnis wurde ein Ki-Wert von 125 nM ± 19 (n=3) ermittelt. Dar-
gestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experi-




Durch Hydrierung der Doppelbindung sinkt die Affinität um das 25fache. Die Elektronen-
dichte in diesem Bereich bzw. die Planarität des Uracil-Ringes scheint für die Bindung ei-
ne große Rolle zu spielen. Der Wert des Hill-Koeffizienten (nH) für eine Hemmung der 
spezifischen [3H]Uracil-Bindung lag bei 1,0 ± 0,01, sodass auch hier von einer einzigen 
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2.5.3 Heterologe Kompetitionsexperimente mit verschiedenen          
Substanzen 
 
Neben den Uracil-Derivaten sollten auch weitere – zum Teil mit Uracil struktur-
verwandte – Substanzen getestet werden. Die Ergebnisse werden geordnet nach Struktur-
klassen in den folgenden Tabellen dargestellt und diskutiert. 
 
 
2.5.3.1  Nukleobasen 
 
Die getesteten Nukleobasen mit einem Purin-Grundgerüst (45, 46, 47) zeigen keine Bin-
dungsaffinität zur Uracil-Bindungstelle (Tab. 2.11). Adenin (45) zeigt bei einer Konzen-
tration von 100 µM keine Inhibition (0 % ± 1) der Radioligandbindung. Zusätzlich wurde 
Uracil in unabhängigen Experimenten am Adenin-Rezeptor228 getestet. In diesen Bin-
dungsstudien konnte für Uracil keine signifikante Inhibition festgestellt werden (0 ± 2 %, 
n=3). Somit kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der Uracil-Bindungsstelle 
nicht um den kürzlich entdeckten Adenin-Rezeptor handelt.       
 
 
Tab. 2.11: Affinitäten verschiedener Nukleobasen zur Uracil-Bindungsstelle an Kalbshirn-
Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 


































>>10.000 (6 % ± 4) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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2.5.3.2 Uridin und andere Pyrimidin-Nukleoside 
 
Uridin – das Nukleosid aus Uracil und D-Ribose – gehört zu den essentiellen Bausteinen 
von lebenden Organismen. Die Beteiligung am Aufbau der RNA in Form des Triphosphats 
UTP zählt zu seinen vordergründigsten Aufgaben. Uridin wurde zusammen mit seinem 
Monophosphat UMP 1919 von Levene entdeckt und 1934 zum ersten mal syntheti-
siert233,234. Neben dem RNA-Aufbau werden diesem Nukleosid und seinen Derivaten eine 
Vielzahl von pharmakologischen Wirkungen zugeschrieben. Uridin zeigt einen Schlaf-för-
dernden Effekt, eine antikonvulsive Wirkung, erhöht die Spermien-Motilität und den Blut-
druck und vermindert die spontane Aktivität. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit mit 
Uracil war es interessant, das Nukleosid am Standardassay zu untersuchen und zu überprü-
fen, inwieweit der Zuckerrest einen Einfluß auf die Affinität zu den Uracil-Bindungsstellen 
hat. Die Ergebnisse sind in Abb. 2.38 dargestellt.  
 






























Abb. 2.38: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranen durch Uri-
din. Als Ergebnis wurde für die 1. Bindungsstelle ein Ki–Wert von 92,4 nM ± 10,7 
(SEM) [n=3] und  für die 2. Bindungsstelle ein Ki-Wert von 21,4 µM ± 4,4 (SEM) 
[n=3] ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unab-
hängigen Experimenten in Dreifachbestimmung (für einige Punkte ist SEM durch 
das Symbol überdeckt). 
 
 
Wie Abb. 2.38 veranschaulicht, zeigt Uridin (48) in den drei unabhängigen voneinander 
bestimmten Experimenten eine statistisch signifikante biphasische Verdrängung der spe-
zifischen [3H]Uracil-Bindung. Der Wert des Hill-Koeffizienten (nH) für eine Hemmung der 
spezifischen [3H]Uracil-Bindung liegt bei 0,4 ± 0,08, welches ebenfalls auf eine biphasi-
sche Bindungskurve und damit auf zwei Bindungsstellen hindeutet. Für die eine Bindungs-
stelle wurde ein Ki-Wert von 92,4 nM ± 10,7 (n=3) und für die zweite Bindungsstelle ein 
Ki-Wert von 21,4 µM ± 4,4 (n=3) ermittelt. Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass 
Uridin während der fünfstündigen Inkubationszeit partiell zu Uracil abgebaut wird, wel-
ches den Radioliganden von der Bindungsstelle verdrängt. Im Gegensatz zu Uridin zeigt 
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Dies ist auch nicht überraschend, da es wahrscheinlich ist, dass das Enzym bzw. die En-
zyme, welche an dem Abbau von Uridin beteiligt sind, das synthetische Phenacyluridin 
nicht als Substrat akzeptieren. Weiterhin konnte in Kompetitionsexperimenten bereits ge-
zeigt werden, dass Phenacyluracil selbst keine Affinität zu der Uracil-Bindungsstelle be-
sitzt, sodass auch ein enzymatischer Abbau von Phenacyluridin zu keiner Bindung führen 
würde. Interessanterweise liegt die Inhibition der Radioligandbindung durch Thymidin 
(50) bei einer Konzentration von 10 µM bei nur 28 %, obwohl Thymin (26) einen Ki-Wert 
von 10,4 ± 0,3 aufweist. Thymidin scheint im Vergleich zu Uridin nicht von einem enzy-
matischen Abbau betroffen zu sein. Inosin (51), das Ribo-Nukleosid des Hypoxanthins, ist 
ebenso inaktiv an der Uracil-Bindungsstelle, was jedoch aufgrund des Purin-Grundgerüsts 
nicht weiter überrascht. Die Affinitäten der Nukleoside sind in Tab. 2.12 zusammenge-
fasst. 
 
Tab. 2.12: Affinitäten von Uridin und anderen Nukleosiden zur Uracil-Bindungsstelle an 
Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM 












 [1] Ki = 92,4 nM ± 10,7 













> 10.000  













> 10.000  













> 100.000 (0 % ± 4) 
 a falls nichts anderes angegeben ist 
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2.5.3.3 Adenosin und Adenosin-Derivate 
 
Adenosin ist der physiologische Ligand der G-Protein-gekoppelten Adenosin-Rezeptoren, 
den sogenannten P1-Rezeptoren. Nach Fredholm et al. werden sie in die vier Subtypen 
A1, A2A, A2B, und A3 unterteilt235. NECA [5’-(N-Ethylcarboxamido)adenosin] ist ein un-
spezifischer Agonist an allen vier Adenosinrezeptor-Subtypen236. Die Ki-Werte für die A1-
und A2A-Rezeptoren (sog. „high affinity receptors“) liegen zwischen 6,3 und 20 
nM237,238,239, während für die A2B- und A3-Rezeptoren (sog. „low affinity receptors“) Ki-
Werte zwischen 6,2 und 330 nM240,241 bestimmt wurden. Darüberhinaus werden neben den 
Adenosin-Rezeptoren auch andere Bindungsstellen für [³H]NECA diskutiert242,243. Um 
zeigen zu können, dass es sich bei der Uracil-Bindungsstelle nicht um den Adenosin-
Rezeptor und auch nicht um eine der anderen Bindungsstellen handelt, ist es von Interes-
se, sowohl Adenosin als auch die Derivate auf die Affinität zur Uracil-Bindungsstelle hin 
zu untersuchen. Die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente sind in Tab. 2.13 aufgelistet.  
 
 
Tab. 2.13: Affinitäten von Adenosin und verschiedenen Adenosin-Derivaten zur Uracil-Bin-
dungsstelle an Kalbs-Striatum-Membranpräparationen (n=3).  
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM 













> 100.000  
































> 10.000 (12 % ± 4) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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Wie aus Tab 2.13 ersichtlich, binden weder Adenosin (52) noch die beiden Derivate 
2-Chloradenosin (53) und NECA (54) an die Uracil-Bindungsstelle in Kalbs-Striatum-
Membranpräparationen. Die Inhibition der Radioligandbindung ist mit 0 bis 16 % bei 10 
bzw. 100 µM vernachlässigbar. Desweiteren wurde Uracil in unabhängigen Experimenten 
an den Adenosin-Rezeptoren getestet. Die Inhibition am A1-Adenosin-Rezeptor betrug bei 
einer Konzentration von 100 µM nur 51 ± 3 %r. Am A2As- und A2Bt-Adenosin-Rezeptor 
wies Uracil keine signifikante Inhibition (< 1 %) auf. Es scheint damit klar, dass es sich bei 




                                                          
r eingesetzter Radioligand: [3H]CCPA 
s eingesetzter Radioligand: [3H]MSX-2 
t eingesetzter Radioligand: [3H]PSB-298 
102                                              Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                  
2.5.3.4 Adenin- und Uracil-Nukleotide 
 
Adenin- und Uracilnukleotide, wie ADP, ATP und UDP sind physiologische Agonisten an  
purinergen und pyrimidinergen P2-Rezeptoren (Nukleotid-Rezeptoren). Duch Aktivierung 
der jeweiligen Rezeptoren bzw. Rezeptor-Subtypen führen sie zu einer Vielzahl von phy-
siologischen Wirkungen. Die P2X-Rezeptoren, bei denen es sich um Ligand-gesteuerte Io-
nenkanäle handelt, werden ausschließlich durch ATP stimuliert, während die P2Y-
Rezeptoren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren) neben ATP auch durch ADP,UTP und 
UDP aktiviert werden können237. Um auszuschließen, dass es sich bei der identifizierten 
Bindungsstelle für Uracil um einen P2-Rezeptor handelt, wurden verschiedene Nukleotide 
getestet. Die Ergebnisse der Radioligand-Bindungsstudien in Form der Inhibition des Ra-
dioliganden [³H]Uracil bei 100 µM sind in Tab. 2.14 aufgelistet. 
 
 
Tab. 2.14: Affinitäten verschiedener Nukleotide zur Uracil-Bindungsstelle an Kalbshirn-Stria-
tum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM 















> 100.000  


















> 500.000  


















> 100.000  




















> 100.000  
(71 % ± 5, 500 µM) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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Die untersuchten Nukleotide zeigen keine nennenswerten Affinitäten zur Uracil-Bindungs-
stelle. Die Nukleotide UMP (55), UDP (56), ADP (57) und ATP (58) zeigen lediglich in 
sehr hohen Konzentrationen von 500 µM eine Inhibition von 41 bis 71 %. Aufgrund der 
Ergebnisse scheint es höchst unwahrscheinlich, dass es sich bei der mit [3H]Uracil mar-
kierten Bindungsstellen um P2-Rezeptoren handelt.  
 
 
2.5.3.5  Xanthine und Xanthin-Analoga 
 
Die Xanthine waren die ersten bekannten Adenosin-Rezeptor-Antagonisten244. Coffein, ein 
3-Methylxanthin, entfaltet seinen anregenden Effekt über eine antagonistische Wirkung am 
Adenosin-Rezeptor. Xanthin unterscheidet sich von Uracil durch das Vorhandensein eines 
zusätzlichen Imidazolringes. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der Xanthine ist die 
Bindungsneigung dieser Verbindungen an der Uracil-Bindungsstelle sehr interessant. Bei 
den Xanthinen muss eine im Vergleich mit den Uracil-Derivaten unterschiedliche Zählwei-



















Abb. 2.39: Zählweise von Xanthin 
 
 
Die Ergebnisse der Kompetitionsexperimente mit Xanthin und den Xanthin-Analoga sind 
in Tab. 2.15 zusammengefasst.  
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Tab. 2.15: Affinitäten von Xanthin und Xanthin-Analoga zur Uracil-Bindungsstelle an Kalbs-
hirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM 





























































> 100.000 (12 % ± 4) 




















>> 500.000  













> 100.000  
(62 % ± 0,4, 500 µM) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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Fortsetzung der Tab. 2.16:  
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
(Inhibition [%] ± SEM 











> 100.000 (29 % ± 2) 












>> 10.000  
















>> 100.000  












>> 100.000  
(7 % ± 6, 100 µM) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
 
 
Xanthin (59) besitzt eine 4700fach geringere Bindungsaffinität (Ki = 23,6 µM ± 2,4) zur 
Uracil-Bindungsstelle als Uracil. Eine Methylsubstitution in Position 3 (Verbindung 61) 
verringert die Affinität nochmal um nahezu die Hälfte. Bei einer Verlängerung der Alkyl-
kette, wie bei 3-Propylxanthin (64) geschehen, verschlechtern sich die Bindungseigen-
schaften weiter und es ergibt sich ein Ki-Wert von 58,3 µM (Abb. 2.40). Im Gegensatz da-
zu weisen die Derivate mit einer Methyl-Substitution in den Postionen 1 (Verbindung 60), 
7 (Verbindung 62) und 9 (Verbindung 63) bei einer Konzentration von 100 µM keine sig-
nifikante Bindung an die Uracil-Bindungsstelle auf. Die Radioligandbindung wird von die-
sen Verbindungen bei einer Konzentration von 100 µM nur zu 12 bis 27 % inhibiert. Die 
Methylxanthine Coffein (65), Theophyllin (66) und Theobromin (67) zeigen ebenfalls kei-
ne Affinität zur Uracil-Bindungsstelle in Kalbs-Striatum-Membranpräparationen. DPCPX, 
ein 1,3,8-trisubstituiertes Xanthin-Derivat (68), ist ein hochaffiner selektiver Antagonist 
am A1-Adenosin-Rezeptor245. Zur Uracil-Bindungsstelle besteht keine nennenswerte Affi-
nität. Bei den beiden Harnsäure-Derivaten 1-Methylharnsäure (69) und ebenso 3-Methyl-
harnsäure (70), welche sich von 3-Methylxanthin durch eine Oxo-Gruppe in Postion 8 un-
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terscheidet, ist bei einer Konzentration von 100 µM keine Inhibition der [3H]Uracil-
Bindung zu verzeichnen.   
 
► Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass das Xanthin-Grundgerüst von der Uracil-
Bindungsstelle nur sehr schlecht toleriert wird. Während Xanthin selbst noch eine, wenn 
auch sehr geringe, Affinität zeigt, sind alle untersuchten Derivate – mit Ausnahme der 












H      Ki = 23,6 µM ± 2,4 (SEM) [n=3]
CH3   Ki = 41,3 µM ± 6,9 (SEM) [n=3]





















Abb. 2.40: Hemmung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung an Membranpräparationen des 
Kalbshirn-Striatum durch Xanthin, 3-Methylxanthin und 3-Propylxanthin. Darge-
stellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experimen-
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2.5.3.6  Barbitursäure und Derivate 
 
Die Muttersubstanz für Barbiturate, die Barbitursäure, wurde 1867 erstmals synthetisiert. 
Barbital wurde 1903 hergestellt und war das erste klinisch eingesetzte Barbiturat. Die Wir-
kung von Barbituraten wird über den GABAA-Rezeptor vermittelt. Der bedeutendste inhi-
bitorische Neurotransmitter, γ-Aminobuttersäure (GABA), stellt einen der am weitesten 
verbreiteten Transmitter im Säugetiergehirn dar. Seine Wirkungen werden durch die 
GABA-Rezeptoren vermittelt, welche allgemein in drei Gruppen eingeteilt werden: 
(1) GABAA-Rezeptoren (für Chloridionen permeable, überwiegend postsynaptisch lokali-
sierte ionotrope Rezeptoren), (2) GABAB-Rezeptoren (metabotrope Rezeptoren, deren Sig-
naltransduktionsweg über „second messenger“-Kaskaden vermittelt wird) und (3) 
GABAC-Rezeptoren (ionotrope Rezeptoren)246. Der GABAA-Rezeptor ist ein Heterooligo-
mer mit einer Cl−-permeablen Porenregion. Er besitzt auch modulatorische Bindungs-
stellen für Neurosteroide, Benzodiazepine und Barbiturate (Abb. 2.41), welche über allo-
sterische Interaktionen eine höhere Affinität der GABA zu deren Bindungsstelle be-
wirken. Dadurch wird die Öffnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals erhöht und es 




Abb. 2.41: Aufbau synaptischer GABAA-Rezeptoren. 
                     A: Der GABAA-Rezeptor besitzt neben den extrazellulären Bindungsstellen auch 
eine intrazelluläre Phosphorylierungsstelle (P). Bicucullinmethochlorid inhibiert 
GABAA-Rezeptor vermittelte Antworten kompetitiv, während Pikrotoxinin nicht kom-
petitiv blockiert. B: Eine Untereinheit besitzt vier transmembranäre Domänen. Fünf 
Untereinheiten bilden ein Penta-Heterooligomer247,248. 
A 
B 
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Die bekanntesten GABAA-Antagonisten sind Bicucullin und Pikrotoxinin (Abb. 2.42). 
 
               
NH2
OH

















Abb. 2.42: Struktur von GABA (γ-Aminobuttersäure) und den GABAA-Rezeptor-Antagonisten 
Bicucullin und Picrotoxinin  
 
 
Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der Barbitursäure mit Uracil war es naheliegend , 
die Barbitursäure und verschiedene Barbiturate hinsichtlich der Affinität zur Uracil-Bin-
dungsstelle zu testen, um ausschliessen zu können, dass es sich bei der identifizierten Bin-
dungsstelle um die Barbiturat-Bindungsstelle am GABAA-Rezeptor handelt. Die Ergeb-
nisse sind in Tab. 2.16 aufgelistet. 
 
Alle untersuchten Barbiturate (Verbindungen 74-77) ebenso wie die Barbitursäure (71) 
selbst zeigen bei einer Konzentration von 100 µM zur Uracil-Bindungsstelle keine Affini-
tät. Desweiteren sind auch 1-Methylbarbitursäure (72) und 1-Allylbarbitursäure (73) inak-
tiv. Die Inhibitionen der getesteten Verbindungen liegen unter 12 %. Die Barbitursäure un-
terscheidet sich von Uracil durch das Fehlen der Doppelbindung sowie der Oxo-Gruppe in 
Position 6 des Pyrimidin-Ringes. Wie in Kap. 2.5.2.4 bereits diskutiert, werden Substituen-
ten in Position 6 sehr schlecht toleriert. Dies läßt sich am Beispeil der Barbiturate bestäti-
gen.  
 
► Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass aufgrund der fehlenden Bindungsnei-
gung der Barbiturate davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei der identifizierten 
Uracil-Bindungsstelle nicht um die Barbiturat-Bindungstelle am GABAA-Rezeptor han-
delt. Bereits der hohe Bmax-Wert hatte dieser Theorie widersprochen, da GABAA-Rezepto-
ren eine im Vergleich wesentlich geringere Rezeptordichte aufweisen. 
 
                    GABA                                     Bicucullin                           Pikrotoxinin 
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Tab. 2.16: Affinitäten von Barbitursäure und verschiedenen Derivaten zur Uracil-Bindungs-
stelle an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 100 






























> 10.000  












































>> 100.000 (1 % ± 2) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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2.5.3.7 Harnstoff-Derivate  
 
Die Harnstoff-Derivate wurden von Frau Manuela Meusel aus dem Arbeitskreis von Herrn 
Prof. Gütschow, Pharmazeutisches Institut der Universität Bonn, im Rahmen ihrer Disser-
tation synthetisiert. In Tiermodellen wiesen diese Verbindungen eine gute antikonvulsive 
Wirksamkeit auf249. Da diese Harnstoff-Derivate über eine Partialstruktur von Uracil ver-
fügen (Abb. 2.43), war es interessant, die Affinitäten dieser Verbindungen zu untersuchen. 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tab 2.17  aufgelistet.  
 
                                                             














Abb. 2.43: Vergleich der Strukturformeln von Uracil, Harnstoff und den Harnstoff-Derivaten 
79, 80, 81, 82  
 
 
Tab. 2.17: Affinitäten verschiedener Harnstoff-Derivate zur Uracil-Bindungsstelle an Kalbs-
hirn-Striatum-Membranpräparationen (n=3). 
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM 







>> 1000.000 (2 % ± 2) 











>> 100.000 (0 % ± 2) 









>> 100.000 (1 % ± 2) 









>> 100.000 (0 % ± 4) 









>> 100.000 (1 % ± 1) 
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Harnstoff (78) zeigt in einer sehr hohen Konzentration von 1 mM keine Affinität zur Ura-
cil-Bindungsstelle (Inhibition bei 1 mM = 2 %). Auch die vier getesteten Harnstoff-
Derivate (79-82) vermögen in einer hohen Konzentration von 100 µM die [3H]Uracil-
Bindung nicht zu inhibieren (Inhibition bei 100 µM < 1 %). Das Harnstoff-Derivat 
Gü 1015 (79) weist unter den untersuchten Derivaten die größte strukturelle Ähnlichkeit 
mit Uracil auf (Abb. 2.43), wird aber trotzdem von der Uracil-Bindungsstelle nicht tole-
riert. Ein geschlossenes Ringsystem scheint für die Bindung essentiell zu sein. Die drei 
Verbindungen Gü 1046, Gü 1053 und Gü 1054 (80, 81, 82) tragen nach der Zählweise von 
Uracil an dem N1 einen voluminösen Rest, sodass hier die fehlende Affinität nicht so sehr 




2.5.3.8 Testsubstanzen unterschiedlicher Strukturklassen 
 
In weiteren Kompetitionsexperimenten wurde eine Reihe von Verbindungen unterschied-
licher Strukturklassen untersucht.  
 
Phenytoin (83), ein 5,5-Diphenylhydantoin, entfaltet seine Wirkung über eine Blockade 
von spannungsabhängigen Natriumkanälen und wird therapeutisch zur Epilepsie-Behand-
lung eingesetzt. Zur Uracil-Bindungsstelle zeigt Phenytoin in einer Konzentration von 
10 µM keine nennenswerte Affinität. Primidon (84), ein Hexahydropyrimidin-dion, wird 
im Körper zu Phenobarbital und Phenylethylmalonsäurediamid (PEMA) metabolisiert. 
Diese aktiven Metaboliten, aber auch Primidon selbst, besitzen eine antikonvulsive 
Wirkung, welche durch eine Bindung am GAGAA-Rezeptor (Barbiturat-Bindungsstelle) 
vermittelt wird. In einer Konzentration von 10 µM zeigt Primidon  keine signifikante 
Inhibition der [3H]Uracil-Bindung. Wie schon bei den Barbituraten diskutiert wurde, 
scheint die identifizierte Uracil-Bindungsstelle definitiv von der Barbiturat-Bindungsstelle 
am GAGAA-Rezeptor verschieden zu sein. Clonidin (85), ein Imidazolidin-Derivat, ist ein 
Antisympathotonikum (zentraler α2-Rezeptor-Agonist) und führt über eine Verminderung 
der Noradrenalin-Ausschüttung zu einer Blutdrucksenkung. Daneben wird ein Agonismus 
an nicht näher charakterisierte zentrale „Imidazolin“-Rezeptoren diskutiert250,251,252. Das 
Imidazolidin-Derivat besitzt keine Affinität zur Bindungsstelle von Uracil. Die Radio-
ligandbindung wird in einer hohen Konzentration von 100 µM nur zu 1 % inhibiert. 
Dipyridamol (86), ein basisch substituiertes Pyrimido-pyrimidin-Derivat, ist ein Adeno-
sin-re-uptake-Hemmer und verursacht über die Erhöhung der Adenosin-Konzentration im 
Blut eine Vasodilation. Weiterhin hat die Verbindung eine unspezifische hemmende 
Wirkung auf die Phosphodiesterase, wodurch es zu einer schwachen Thrombozyten-
aggregationshemmung kommt155,253. Zur Uracil-Bindungsstelle besitzt Dipyridamol keine 
Bindungsaffinität. In den entsprechenden Experimenten lag die Inhibition der Radioli-
gandbindung bei 9 % (10 µM), sodass man hier von einer inaktiven Substanz sprechen 
kann. β-Alanin (87), ein weiterer Testsubstanz, ist das Endprodunkt bei der Katabolisie-
rung von Uracil (Kap. 1.2.3). Vor kurzem wurde für β-Alanin eine spezifische 
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Bindungsstelle beschrieben. Nach Shinohara et al. ist diese Verbindung der physiologische 
Ligand eines „orphan“-G-Protein-gekoppelten Rezeptors (TGR7), welcher hauptsächlich 
in den Ganglien des Rückenmarks exprimiert wird. In den Studien konnte die Forscher-
gruppe einen durch β-Alanin verursachten Calciumionen-Einstrom in TGR7-exprimieren-
den CHO-Zellen (Zellen aus dem Eierstock chinesischer Hamster) nachweisen. Es wurden 
EC50-Werte von 15 µM für den Human-, 14 µM für den Ratten- und 44 µM für den Maus-
TGR7 bestimmt254. Dieser Uracil-Katabolit sollte in Kompetitionsexperimenten untersucht 
werden, um einen Zusammenhang zwischen diesem neuentdeckten Rezeptor für β-Alanin 
und der Uracil-Bindungsstelle auszuschliessen. β-Alanin wurde in Konzentrationen von 
10, 100 und 500 µM getestet. Bei allen Konzentrationen wird [3H]Uracil nur zu ca. 7-9 % 
inhibiert, sodass man daraus folgern kann, dass die Uracil-Bindungsstelle mit dem β-
Alanin-Rezeptor nicht identisch ist. 
Methotrexat (88), ein Folsäure-Analogon, hemmt die Dihydrofolat-Reduktase und blo-
ckiert damit die Biosynthese von DNA-Bausteinen. In hohen Dosen wird diese Substanz 
als Zytostatikum, in niedriger Dosierung als sogenanntes DMARD (Disease-modifying 
Antirheumatic Drug) bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Aufgrund der Molekülgröße 
und der geringen strukturellen Ähnlichkeit mit Uracil weist diese Verbindung erwartungs-
gemäß keine Bindungsneigung zur Uracil-Bindungsstelle auf. Desweiteren wurde Nicotin-
säure (89) getestet. Diese Substanz wird zur Senkung des Triglyceridspiegels einge-
setzt. Die Bindung an mehrere, strukturell verwandte, Gi/o-gekoppelte Rezeptoren soll für 
die Wirkung verantwortlich sein255,256. Den Ergebnissen der Kompetitionsexperimente zu-
folge ist auch Nicotinsäure an der Uracil-Bindungsstelle inaktiv (Inhibition = 0,4 % bei 
10 µM). 
 
Die ermittelten Affinitäten der oben diskutierten Verbindungen sind in Tab. 2.18 aufgelis-
tet. 
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Tab. 2.18: Affinitäten verschiedener Verbindungen zur Uracil-Bindungsstelle am Kalbshirn- 
                    Striatum-Membranpräparationen (n=3).  
Nr. Verbindung Struktur 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] 

































>> 100.000  
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>> 10.000 (0 % ± 5) 
a falls nichts anderes angegeben ist 
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2.5.4 Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehungen   
  
Zur Herleitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen wurde in Kompetitionsexperimenten 
eine Vielzahl von monosubstituierten sowie mehrfach substituierten Uracil-Derivaten ge-
testet. Außerdem wurden ausgewählte Verbindungen verschiedener Strukturklassen bezüg-
lich ihrer Affinität zur Uracil-Bindungsstelle untersucht. Die Kompetitionsexperimente mit 
den monosubstituierten Uracil-Derivaten haben ergeben, dass eine Substitution in den Po-
sitionen 1, 2, 3, 4 und 6 mit einigen Ausnahmen relativ schlecht toleriert wird. Uracil-
Derivate mit insbesondere kleinen Substituenten in Position 5 hingegen verfügen über ver-
gleichweise gute Bindungsaffinitäten. Alle bis dato getesteten Uracil-Derivate weisen ei-
nen höheren Ki-Wert auf als Uracil selbst. 5-Fluoruracil (12), das potenteste Derivat, bin-
det mit einem Ki-Wert von 8,12 nM um den Faktor 1,6 schwächer als Uracil. Mit zuneh-
mender Atomgröße des Substituenten nimmt die Affinität der Halogensubstituierten Deri-
vate ab (F > Cl > Br >> I). 5-Ioduracil (15) weist nur noch einen Ki-Wert von 341 nM auf 
und ist damit 70fach schwächer affin als das unsubstituierte Uracil. Allgemein werden in 
dieser Position kleine Substituenten besser toleriert als große. Interessanterweise wird 
5-Benzyluracil (32) trotz des recht großen Benzyl-Restes vergleichsweise gut toleriert 
(Ki = 504 nM). Hier bietet sich an, in zukünftigen Forschungsvorhaben weitere aromatisch 
substituierte Derivate zu testen.  
Eine Methylsubstitution führt, je nach Substitutionsposition zu sehr unterschiedlichen Ki-
Werten. Während 5-Methyuracil (26) mit einem Ki-Wert von 10,4 nM eine sehr affine 
Verbindung aufweist, geht die Methyl-Substitution in Position 3 (Verbindung 6) mit einem 
starken Affinitätsverlust einher (Ki = 1,1 µM). Eine Methyl-Gruppe in den Positionen 1 
(Verbindung 2) und 6 (Verbindung 35) führt zu einem gänzlichen Bindungsverlust. Eine 
Verlängerung der Alkylkette wird allerdings auch in Position 5 nicht toleriert. Schon eine 
Ethyl-Gruppe (Verbindung 27) vermindert die Affinität im Vergleich zur Methyl-Gruppe 
um den Faktor 146. Längere Alkylketten (5-Propyl- (28), 5-Pentyl-(29), 5-Hexyl-(30)ura-
cil) zeigen in einer Konzentration von 10 µM keine signifikante Hemmung der [3H]Uracil-
Bindung.  In Position 1 werden Substituenten sehr schlecht toleriert. Schon eine Methyl-
gruppe führt, wie oben bereits erwähnt, zu einer inaktiven Verbindung 2. Eine Ausnahme 
bildet die Verbindung 1-Propargyluracil (1), welche vergleichsweise gute Bindungs-
eigenschaften (100 nM) besitzt. Für zukünftige Untersuchungen bietet es sich an, polare 
Substituenten (Halogene) an N1-Position zu testen. Ähnlich verhält es sich in Position 6. 
Schon kleine Substituenten wie eine Methyl-Gruppe bzw. ein Chloratom bewirken einen 
gänzlichen Affinitätsverlust. Überraschenderweise zeigt 6-Hydrazinouracil (33) eine rela-
tiv hohe Bindungsaffinität (Ki = 80,1 nM), während 6-Aminouracil (36) und 6-Azidouracil 
(37) nur eine ca. 25 %ige Inhibition der Radioligandbindung aufweisen (bei 100 µM) und 
damit inaktiv sind. Hier werden weitere Derivate untersucht werden müssen, um einen tie-
feren Einblick in die Struktur-Wirkungsbeziehungen zu erhalten. Die Position 3 ist wie die 
beiden zuvor diskutierten Positionen 1 und 6 für eine Modifikation wenig geeignet. Eine 
Methylsubstitution verringert die Affinität in erheblichem Maße, größere Substituenten  
(Benzyl- (7), Phenacyl- (8) -Gruppe) werden überhaupt nicht toleriert. Es sollten in Zu-
kunft weitere Derivate mit polaren Substituenten getestet werden. 
Kapitel 2: Charakterisierung einer spezifischen Bindungsstelle für [3H]Uracil                                         115                         
 
Die beiden Oxo-Gruppen in den Positionen 2 und 4 scheinen für die Bindungsaffinität eine 
bedeutende Rolle zu spielen. Derivate mit einer fehlenden Oxo-Gruppe weisen eine stark 
verminderte Affinität auf bzw. sind gänzlich inaktiv. Hierbei ist anzumerken, dass bei einer 
Substitution des Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom bei bestehender Doppelbindung 
(Thio-Gruppe) die Verbindungen zwar eine schwache, aber noch im niedrigen mikromola-
ren Bereich liegende Affinität besitzen (2-Thiouracil (4), Dithiouracil (39)). Die Substitu-
tion der Oxo-Gruppe durch eine Amino-Gruppe hingegen führt an beiden Positionen zu ei-
nem gänzlichen Affinitätsverlust (Cytosin (11), Isocytosin (5)). An diesen Positionen 
scheint das Vorhandensein eines Protonen-Akzeptors für die Bindung essentiell zu sein. 
Desweiteren ist möglicherweise das N3-H für die Bindung wichtig. Sowohl bei Cytosin als 
auch bei Isocytosin liegt ein anderes Tautomer vor, wobei das Proton am N3 fehlt. Beide 
Verbindungen sind inaktiv. Die beiden Derivate 2-Thiouracil und Dithiouracil dagegen, die 
an den Positionen 2 und/oder 4 substituiert sind, jedoch noch das N3-H besitzen, weisen, 
wie bereits erwähnt, noch eine gewisse Affinität auf. Für weitere Studien wären u.a. Alk-
oxy-Verbindungen interessant.   
 


























Abb. 2.44: Struktur-Wirkungsbeziehungen der Uracil-Derivate am Kalbs-Striatum 
 
 
Bei der Testung von Verbindungen unterschiedlicher Strukturklassen haben sich – mit we-
nigen Ausnahmen – alle Testsubstanzen als inaktiv erwiesen. Konzentrationen von in der 
Regel 10 bzw. 100 µM (oder höher) dieser Verbindungen führten zu keiner signifikanten 
6-Substitution verringert die Affinität 
in starkem Maße; lediglich eine Hy-
drazinosubstitution wird toleriert 
Methylsubstitution verringert die 
Affinität in erheblichem Maße; 
Einführung eines Benzyl-Restes 
oder noch größerer Substituenten 
geht mit einem totalen Affinitäts-
verlust einher 
Kleine Substituenten werden gut to-
leriert;  
große Substituenten führen zur  Af-
finitätsverringerung oder zum völli-
gen Affiniätsverlust 
Aminosubstitution führt zum 
völligen Affinitätsverlust 
Einführung selbst von kleinen Substitu-
enten (wie Chlor- oder Methyl-Resten) 
führt zum totalen Affinitätsverlust; le-
diglich die Substitution eines Propargyl-
Restes zeigt eine gewisse (verringerte) 
Affinität 
Austauch des Sauerstoffatoms 
durch ein Schwefel-Atom verrin-
gert die Affinität in starkem Ma-
ße; Aminosubstitution führt zum 
völligen Affinitätsverlust   
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Inhibition der Radioligandbindung. Auch Testsubstanzen mit hoher struktureller Ähn-
lichkeit mit Uracil, aber fehlendem geschlossenem Ringsystem (Harnstoff-Derivat, 79) 
zeigen keine Bindungsneigung zur Uracil-Bindungsstelle. 
 
Uridin (48), das Nukeosid von Uracil, weist in den Kompetitionsexperimenten eine signifi-
kant biphasische Verdrängung der spezifischen [3H]Uracil-Bindung mit den beiden 
Ki-Werten 92,4 nM ± 10,7 (n=3) und 21,4 µM ± 4,4 (n=3) auf. Dies ist vermutlich teilwei-
se auf einen partiellen Abbau von Uridin zu Uracil zurückzuführen. In unabhängigen 
Experimenten konnte gezeigt werden, dass Uridin durch in der Membranpräparation be-
findliche Enzyme (Uridin-Phosphorylase und/oder unspezifische Phosphorylasen) zu 
Uracil gespalten wird. An dieser Stelle muß erwähnt werden, dass die japanische Arbeits-
gruppe Kimura et al.257 sowie die ungarische Arbeitsgruppe Kovacs et al.258 spezifische 
Bindungsstellen für Uridin nachgewiesen und einen Uridin-Rezeptor postuliert haben. In 
Anbetracht der Tatsache, dass hochaffine Uracil-Bindungsstellen existieren und dass 
Uridin durch Enzyme in der Membranpräparation zu Uracil gespalten werden kann, taucht 
unvermeidlich die Frage auf, ob es sich bei der von diesen beiden Arbeitsgruppen nachge-
wiesenen Uridin-Bindungsstelle nicht möglicherweise um die hier beschriebene Uracil-
Bindungsstelle handelt. Auf diese Fragestellung wird in Kapitel 4 näher eingegangen und 
u.a. Bindungsstudien mit [3H]Uridin diskutiert. 
 
Xanthin (59) und die beiden Derivate 3-Methylxanthin (61) und 3-Propylxanthin (64) bin-
den in mikromolaren Konzentrationen an die Uracil-Bindungsstelle (Ki = 24, 41 bzw. 
58 µM). Xanthin unterscheidet sich von Uracil durch den zusätzlichen Imidazolring, wo-
durch die Affinität um den Faktor 4800 vermindert wird. Auch hier zeigt sich wieder die 
extrem geringe Modifikationstoleranz der Uracil-Bindungsstelle. Zusammenfassend kann 
festgehalten werden, dass die Uracil-Bindungsstelle nur geringe strukturelle Modifika-
tionen zuläßt. Größere Moleküle, welche einen zusätzlichen Imidazol-Ringsystem an der 
Uracil-Struktur enthalten, weisen nur noch geringfügige Affinitäten im hohen mikromola-
ren Bereich auf. Ebenso sind auch „zu kleine“ Moleküle mit einer Partialstruktur von Ura-
cil völlig inaktiv. Desweiteren hat die Substitution von sogar sehr kleinen Molekülen am 
Uracil-Ring zum Teil gravierende Auswirkungen auf die Affinität. Lediglich die Position 5 
scheint für eine Substitution geeignet zu sein, wobei kleine Substituenten niedrige – im un-
teren nanomolaren Bereich liegende – Ki-Werte liefern.  
 
Es wurden bereits erste 3D-QSAR-Studienu von Herrn Heiko Meyer aus dem Arbeitskreis 
von Frau Prof. C. E. Müller durchgeführt (Molecular-Modelling-Paket SYBYL 6.7 259). 
Die Korrelation der berechneten Werte mit den experimentell bestimmten Werten liefert 
ein zufriedenstellendes Ergebnis, das in Abb. 2.45 dargestellt ist. Es besteht ein linearer 
Zusammenhang zwischen den beiden Werten. Ausgehend von den Ergebnissen der Bin-
                                                          
u QSAR-Methoden (Engl.: Quantitative Structure-Activity Relationship) versuchen die chemische Struktur 
strukturell verwandter Agonisten oder Antagonisten einer biologischen Zielstruktur (Enzym, Rezeptor) mit 
deren biologischer Aktivität durch ein mathematisches Modell zu verknüpfen.  
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dungsstudien und mithilfe der Voraussagungen der QSAR-Studien können in Zukunft ge-
zielter Verbindungen ausgesucht bzw. neu synthetisiert und getestet werden, um durch 
noch genauere Struktur-Wirkungsbeziehungen zu neuen affinen Liganden zu gelangen. 















Abb. 2.45: Linearer Zusammenhang der Affinität experimentell in Radioligand-Bindungsstu-
dien bestimmter pKi-Werte und der im QSAR-Modell berechneten Werte für Uracil-
Derivate, r2: Korrelationskoeffizient, q2 :Maß für die Wahrscheinlichkeit, dass eine 
Zufallskorrelation vorliegt (für q2 > 0,3 unwahrscheinlich)  
r2 = 0,699
q2 = 0,508
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2.6 Kompetitionsexperimente an Membranpräparationen 
von NG108-15-Zellen 
 
Zur Charakterisierung der in den Membranpräparationen der NG108-15-Zellen identi-
fizierten Bindungsstellen für [3H]Uracil wurden Kompetitionsexperimente mit Mem-
branpräparationen durchgeführt. Untersucht wurden ausgewählte Uracil-Derivate, wobei in 
einem Standardassay die Ki-Werte der Derivate bestimmt (Abb. 2.46) und anschließend 
mit den zuvor in Kalbs-Striatum ermittelten Ki-Werten verglichen wurden. 
 
Damit sollte überprüft werden, ob die erhaltenen Ki-Werte an Membranpräparationen aus 









100 Uracil; Ki = 7,40 nM ± 0,51 (n=3)
5-Fluoruracil; Ki = 8,60 nM ± 1,55 (n=3)
5-Hydrazinouracil; Ki =107 nM ± 7 (n=3)






















Abb. 2.46: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an NG108-15-Zellmembranen durch Uracil und 
Uracil-Derivate. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unab-
hängigen Experimenten in Dreifachbestimmung (für einige Punkte ist der SEM-
Wert durch das Symbol überdeckt). 
 
 
Die Affinität der untersuchten Derivate steigt sowohl bei Kalbs-Striatum als auch bei 
NG108-15-Zellen in der Reihe 3-Phenacyluracil < 5-Acetyluracil <<  5,6-Dihydrouracil < 
6-Hydrazinouracil << 5-Fluoruracil < Uracil an. Die Ki-Werte an den beiden Geweben für 




Die Werte für den Hill-Koeffizienten (nH) der Inhibitionskurven lagen zwischen 0,9 und 
1,0. Dies deutet auf eine einzige Bindungsstelle hin.  
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Tab. 2.19: Gegenüberstellung der Affinitäten einiger Uracil-Derivate an Kalbshirn-Striatum-  
 bzw. NG108-15-Zell-Membranpräparationen  
Verbindung 
Ki ± SEM [nM] oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 10 
µM) [n=3] 
an Kalbs-Striatum 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] ± SEM bei 10 
µM) [n=3] 
an NG108-15-Zellen 
Uracil 5,06 nM ± 0,18 7,40 ± 0,51 
5-Fluoruracil 8,12 ± 0,93 8,60 ± 1,55 
6-Hydrazinouracil 80,1 ± 9,7 107 ± 7 
5,6-Dihydrouracil 119 ± 19 153 ± 6 
5-Acetyluracil > 10.000 (44 % ± 3) > 10.000 (24 % ± 3) 
3-Phenacyluracil > 10.000 (12 % ± 5) > 10.000 (4 % ± 3) 
 
 
In Abb. 2.47 sind die pKi-Werte (negativer dekadischer Logarithmus der Ki-Werte)  gegen-
einander aufgetragen. 
 


























Abb. 2.47: Korrelation der pKi-Werte   
 
 
Wie Abb. 2.47 zeigt, besteht zwischen den aus den Affinitäten an Kalbs-Striatum-Mem-
branpräparationen ermittelten pKi-Werten und den aus den Affinitäten an NG108-15-Zell-
membranpräparationen bestimmten pKi-Werten ein linearer Zusammenhang.  
 
► Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Uracil und die untersuchten Uracil-Derivate 
nahezu identische Bindungsaffinitäten an Kalbs-Striatum-Membranpräparationen und an 
Membranpräparationen von NG108-15-Zellen (Ratte-Maus-Hybrid) zeigen. Bei den unter-
suchten Bindungsstellen in Kalbs-Striatum und NG108-15-Zellen handelt es sich damit mit 
hoher Wahrscheinlichkeit um die gleichen oder sehr ähnliche Bindungsstellen. 
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2.8 Charakterisierung von Uracil-Bindungsstellen in         
verschiedenen Zelllinien 
 
Zur Untersuchung der spezifischen Bindung von [3H]Uracil in verschiedenen Zelllinien 
wurden Membranpräparationen eingesetzt, welche im Standardassay in einer Proteinkon-
zentration von 100 µg Protein mit 5 nM [3H]Uracil im Inkubationspuffer (50 mM Tris-Puf-
fer, pH 7,4) 5 h lang bei 37°C inkubiert wurden. Es wurden Gleichgewichtsexperimente 
durchgeführt, in denen die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung bestimmt wur-
den. Für die Experimente wurden folgende Zelllinien verwendet: 
 
 Zellen aus dem Eierstock chinesischer Hamster  (CHO-Zellen, “Chinese Hamster 
Ovary”-Zellen) 
 
1. CHO-K1-Zellen:  native CHO-Zellen   
2. CHO-hA1-Zellen:  CHO-Zellen, welche mit dem humanen A1-Adenosin-  
      Rezeptor transfiziert wurden         
3. CHO-hA2B-Zellen:   CHO-Zellen, welche mit dem humanen A2B-Adenosin-  
      Rezeptor transfiziert wurden         
4. CHO-hA3-Zellen:  CHO-Zellen, welche mit dem humanen A3-Adenosin-  
      Rezeptor transfiziert wurden   
   
 menschliche embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen, „Human Embryonic Kidney“-
Zellen) 
   
5. HEK293-Zellen:  native HEK-Zellen  
6. HEK-hA1-Zellen:  HEK-Zellen, welche mit dem humanen A1-Adenosin-  
      Rezeptor transfiziert wurden 
 
 Humane T-Leukämiezellen (entartete T-Lymphozyten) 
 
7. Jurkat T-Zellen (Freiburg):erhalten vom AK Irmgard Merfort aus Freiburg 
8. Jurkat T-Zellen (Bonn):  erhalten vom AK Karl Schilling, Anatomisches Institut, 
      Universität Bonn 
 Sonstige Zellen 
 
9. 1321N1-Astrozytom-Zellen:humane Astrozytom-Zellen   
10. NG108-15-Zellen:   Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliom-Hybrid-Zelllinie 
11. McA-RH7777-Zellen:  Ratten-Hepatozytomzellen 
12. C6-Gliom-Zellen:  Ratten-Gliomzellen 
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Abb. 2.48: Bindung von [3H]Uracil an Membranpräparationen verschiedener Zelllinien.  
                   Die Versuche wurde unter Standardbedingungen (bei einer Radioligandkonzentra-
tion von 5 nM, einer Inkubationszeit von 5 h und einer Inkubationstemperatur von 
37°C) durchgeführt. Es wurde jeweils eine Proteinmenge von 100 µg pro Reak-
tionsansatz eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von zwei voneinan-
der unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung.  
 
 
Bei den untersuchten Zelllinien konnte überall eine spezifische Bindung festgestellt wer-
den. Die CHO-Zellen – sowohl die mit humanem A1-Adenosin-Rezeptor transfizierten als 
auch die nativen – weisen eine hohe spezifische Bindung auf. Da die cpm-Werte für beide 
Zelllinien ungefähr vergleichbar sind, kann geschlussfolgert werden, dass die hohe spezifi-
sche Bindung nicht von den in den transfizierten CHO-Zellen exprimierten A1-Adenosin-
Rezeptoren herrührt, sondern auf eine spezifische Bindungsstelle für Uracil hindeutet. Inte-
ressanterweise zeigen die mit humanen A2B-Adenosin-Rezeptoren oder mit humanem A3-
Adenosin-Rezeptoren transfizierten CHO-Zellen eine um etwa die Hälfte niedrigere spezi-
fische Bindung. Der Grund hierfür könnte allerdings auch in der unterschiedlichen Präpa-
ration der Zellmembranen liegen. Die HEK-Zellen zeigen eine ähnlich hohe spezifische 
Bindung wie die nativen CHO-Zellen, wobei die cpm-Werte der HEK-hA1-Zellen sich 
nicht signifikant von den Werten der nativen HEK293-Zellen unterscheiden. Die Jurkat 
T-Zellen, bei denen es sich um humane T-Leukämiezellen handelt, zeigen je nach Her-
kunft unterschiedliche cpm-Werte, wobei sie im Vergleich zu den oben diskutierten huma-
nen Zelllinien – mit Ausnahme der CHO-hA2B- und CHO-hA3-Zellen signifikant weniger 
Uracil-Bindungsstellen enthalten. Während die spezifische Bindung bei den Jurkat-T-
Zellen aus Freiburg 2115 ± 796 cpm beträgt, weisen die Zellen aus Bonn (AK Schilling) 
nur einen Wert von 972 ± 99 cpm auf. Auch die humanen 1321N1-Astrozytom-Zellen 
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zeigen eine relativ niedrige spezifische [3H]Uracil-Bindung (1156 ± 206 cpm) auf. Die C6-
Gliom-Zellen  und die Hepazytomzellen, McA-RH7777-Zellen, welche beide aus der 
Ratte stammen – zeigen im Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien eine sehr 
niedrige spezifische Bindung. Die NG108-15 Zellen, eine Maus-Neuroblastom x Ratten-
Gliom-Hybrid-Zelllinie – dagegen weisen eine sehr hohe, mit den CHO-Zellen vergeich-
bare, spezifische Bindung auf. Die hohe [3H]Uracil-Bindung ist bei den NG108-15-Zellen 
vermutlich auf den Maus-Neuroblastom-Anteil zurückzuführen. Die unspezifische Bin-
dung ist bei allen Zelllinien relativ gering und bewegt sich im Bereich von 150 bis 
300 cpm. Die genauen cpm-Werte für die unspezifische Bindung können aus der Tab.2.20 
entnommen werden.  
 




± SEM [n=2]a 
Unspezifische 
Bindung [cpm] 




CHO-K1-Zellen (Hamster) 9658 ± 981 233 ± 30 98 
CHO-hA1-Zellen (Hamster) 10946 [n=1] 368 [n=1] 97 
CHO-hA2B-Zellen (Hamster) 5439 [n=1] 234 [n=1] 95 
CHO-hA3-Zellen (Hamster) 3711 ± 132 214 ± 126 95 
HEK293-Zellen (human) 8588 ± 396 233 ± 3 97 
HEK-hA1-Zellen (human) 9548 [n=1] 185 [n=1] 98 
Jurkat T-Zellen (Freiburg) (human) 2115 ± 796 141 ± 74 94 
Jurkat T-Zellen (Bonn) (human) 972 ± 99 140 ± 42 87 
1321N1-Astrozytom-Zellen (human) 1156 ± 206 172 ± 88 87 
NG108-15-Zellen (Maus x Ratte) 6896 ± 1035 249 ± 11 97 
C6-Gliom-Zellen (Ratte) 876 ± 440 328 ± 27 73 
McA-RH7777-Zellen (Ratte)  527 ± 118 268 ± 39 66 
a falls nichts anderes angegeben ist 
 
► Das Uracil-bindende Protein ist nicht nur im Gehirn, sondern auch in peripheren Ge-
weben exprimiert (Ovariale Zellen, Nierenzellen, weniger in Leberzellen). Die Bindungs-
stelle konnte in Zellen verschiedener Spezies nachgewiesen werden: Mensch, Ratte, Maus, 
Hamster. Gliom- und Astrozytom-Zellen enthalten deutlich weniger Uracil-Bindungsstel-
len als neuronale Zellen. Die hohe Dichte in NG108-15-Zellen stammt vermutlich haupt-
sächlich vom Maus-Neuroblastom-Anteil. 
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2.8 Funktionelle Untersuchungen 
 
Nachdem die Uracil-Bindungsstelle mithilfe von Kompetitions- und Sättigungsexperimen-
ten charakterisiert und die Existenz der Bindungstelle in einer Vielzahl von Zelllinien ver-
schiedener Spezies nachgewiesen wurde, sollten funktionelle Experimente folgen. Das Ziel 
bestand darin, zu untersuchen, ob das Uracil-bindende Protein evtl. eine funktionelle 
Kopplung an intrazelluläre Botenstoffwege aufweist. Bis dato ist von der Uracil-Bindungs-
stelle nur bekannt, dass es sich um ein Membranprotein handelt, welches in sehr hoher 
Dichte in vielen verschiedenen Geweben und Zelllinien vorkommt und Uracil mit hoher 
Affinität bindet. Nach bisheriger Erkenntnis besteht u.a. die Möglichkeit, dass es sich bei 
der identifizierten hochaffinen Bindungsstelle um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 
handelt, über den die in der Literatur beschriebenen Effekte für Uracil (Kap. 2.1) ausgelöst 
werden. Um eine Beteiligung an einem Signaltransduktionsmechanismus aufzudecken o-
der aber auch auszuschließen, wurden verschiedene funktionelle Assays – [3H]cAMP-
Akkumulationsassays, [35S]GTPγS-Bindungsstudien und Calcium-Assays – durchgeführt. 
Die Ergebnisse werden in den Abschnitten 2.8.2  bis 2.8.4 diskutiert. 
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2.8.1  Signaltransduktion membranständiger Rezeptoren  
 
Membranständige Rezeptoren haben die Funktion, die Signale von Botenstoffen in das 
Zelllinnere weiterzuleiten. Hierzu binden die an der extrazellulären Seite befindlichen Li-
gand-Bindungsdomänen die Botenstoffe mit hoher Affinität und Selektivität und geben 
durch Interaktion mit anderen Makromolekülen auf der intrazellulären Seite der Mem-
bran das Signal weiter. Die membranständigen Rezeptoren lassen sich in folgende Rezep-
torklassen unterteilen:     
 einfach-membrangängige Rezeptoren (Rezeptoren mit Tyrosinkinase-Aktivität 
und Rezeptoren mit Serin/Threoninkinase-Aktivität; Beispiele: Insulinrezeptoren, 
LDL-Rezeptoren und Zytokin-Rezeptoren) 
 Ligand-gesteuerte Ionenkanäle (ionotrope Rezeptoren; Beispiele: nicotinische 
Acetylcholin-Rezeptoren und die GABAA-Rezeptoren) 
 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR’s, metabotrope Rezeptoren; Beispiele: 
Adenosin-, Serotonin-, Adrenalin-, Dopamin-, Opioid- und Histamin-Rezeptoren) 
Bei den einfach-membrangängigen Rezeptoren mit Tyrosinkinase Aktivität (Rezeptor-
Tyrosinkinasen) erfolgt nach Bindung des Liganden eine Autophosphorylierung an der 
Phosphorylierungsdomäne, d.h. an Tyrosinresten des Rezeptors sellbst oder eine Phospho-
rylierung an Tyrosinresten Rezeptor-assoziierter Proteine, durch die das Signal wiederum 
an Effektoren weitergeleitet wird. Bei den Ligand-gesteuerten Ionenkanälen handelt es 
sich oft um Rezeptorproteine mit mehreren transmembranären Untereinheiten, wobei eine 
Pore vorhanden ist, durch welche die Ionen in das Zelllinnere transportiert werden können. 
Die Öffnungswahrscheinlichkeit der Ionenkanäle wird hier durch die Bindung des jewei-
ligen Liganden beeinflusst, sodass die Signaltransduktion bei den Ligand-gesteuerten Io-
nenkanälen durch Änderung der Ionenkonzentration in der Zelle erfolgt.  
 
Die G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) stellen die größte Gruppe dar. Sie beste-
hen aus sieben lipophilen, α-helikalen transmembranären Proteindomänen, welche durch 
drei intrazelluläre und drei extrazelluläre Schleifen miteinander verbunden sind. Deswei-
teren besitzen sie einen extrazellulären N-Terminus und einen intrazellulären C-Terminus. 
Bei Bindung des Liganden an die im Extrazellulärraum befindliche Ligandbindungstelle 
kommt es zur Aktivierung Rezeptor-assoziierter G-Proteine, welche über die dritte intra-
zelluläre Schleife an den Rezeptor gekoppelt sind und sekundäre Effekte auslösen. Die G-
Proteine bestehen aus drei Untereinheiten Gα, Gβ und Gγ, wobei die beiden hydrophoben 
Untereinheiten Gβ und Gγ für die Verankerung des G-Protein-Komplexes in der Membran 
verantwortlich sind. Die α-Untereinheit dagegen enthält die Bindungsstelle für Guanosin-
di- (GDP) bzw. -triphosphat (GTP). Im inaktiven Zustand ist der βγ-Komplex mit der 
GDP-gebundenen α-Untereinheit assoziiert. Dieses Heterotrimer stabilisiert als GDI´s 
(„guanine nucleotide dissociation inhibitors“) die GDP-gebundene Form. Bei Bindung des 
Liganden agiert das GPCR als ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor (GEF, „guanine nuc-
leotide exchange factor“), wodurch es zu einem Austausch von GDP gegen GTP kommmt. 
Dies induziert eine Konformationsänderung der α-Untereinheit, sodass die α-Untereinheit 
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einerseits vom Rezeptor und andererseits vom βγ-Komplex dissoziiert. Die GTP-
gebundene α-Untereinheit sowie der βγ-Komplex sind nun in der Lage, Wechselwirkungen 
mit Effektorproteinen einzugehen. Die α-Untereinheit ist eine allosterisch regulierte GTPa-
se, die durch GTPase aktivierende Proteine (GAP´s, „GTPase activating proteins“) akti-
viert wird. Sie katalysiert die Hydrolyse des gebundenen GTPs zu GDP. Das aus der Hyd-
rolyse von GTP entstehende GDP bleibt an der α-Untereinheit gebunden, die nun mit dem 
βγ-Komplex zum Heterotrimer reassoziiert. Dies stellt den entscheidenden Inaktivie-
rungsmechanismus dar. Der Rezeptor, welcher zum Zeitpunkt der Dissoziation des G-
Protein-Komplexes seine hohe Affinität für Agonisten verloren hat und in einen niedrigaf-
finen Zustand für Agonisten übergegangen ist, kann nun wieder einen neuen Zyklus einge-























Abb. 2.49: G-Protein-Zyklus, modifiziert nach McCudden et.al.260 
                    GEF: Guaninnukleotid-Austauschfaktor (guanine nucleotide exchange factor) 
GAP: GTPase aktivierende Proteine (GTPase activating proteins); GDI: Gua-
ninnukleotid-Dissoziations-Inhibitor (guanine nucleotide dissociation inhibitors); 




Je nach Art der α-Untereinheit werden unterschiedliche Second-messenger-Systeme akti-
viert (u.a. Adenylatcyclase-Kaskade, Phosphoinositol-Kaskade). Zusätzlich vermittelt die 
βγ-Untereinheit (unabhängig von der α-Untereinheit ) die direkte Aktivierung von Ionen-
Kanälen. Die heterotrimeren G-Proteine weisen eine vielfältige Kombinationsmöglichkeit 
auf, da im humanen Genom 16 Gα-Gene (23 humane Gα-Proteine), 5 Gβ-Gene und 12 Gγ-
Gene existieren. Die Gα-Proteine werden basierend auf Sequenzhomologie in vier Haupt-
Gruppen eingeteilt:  
(1) Gα(i1 / i2 / i3 / o / t-rod / t-cone / gust / z), (2) Gα(q / 11 /  14 / 16) (3) Gα(s / olf), (4) Gα(12 / 13 )261,260. 
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Die wichtigsten Gα-Protein-Familien und ihre Effektorsysteme sind in Tab. 2.21 zusam-
mengefasst. 
 
Tab. 2.21: G-Protein-Familien und ihre Effektorsysteme (Auswahl), modifiziert nach Steinhil-








































M1, M3, M5-Rezeptoren 
AT1-Rezeptor 
B1, B2-Rezeptoren 
Abkürzungen: α-Rezeptor: α-adrenerge-Rezeptor β-Rezeptoren: β-adrenerge Rezeptoren 
B-Rezeptoren: Bradykinin-Rezeptoren; D-Rezeptor: Dopamin-Rezeptor; H-Rezeptor: Histamin-
Rezeptor; M-Rezeptor: Muskarin-Rezeptor; 5-HT-Rezeptor: Serotonin-Rezeptor; AT-Rezeptor: 
Angiotensin-Rezeptor; cAMP:zykliches Adenosin-3´-5´-monophosphat; IP3: Inositol-1,4,5-triphos-
phat; DAG: Diacylglycerol; ERK: „Extra Cellular Signal Regulated Protein Kinase“, ERK1 und 
ERK2 sind Vertreter der Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), Pl3K: Phosphatidylinositol-3-
Kinase; p38: Proteinkinase aus der Familie der MAPK. 
 
 
Bei der Adenylatcyclase-Kaskade katalysiert das Enzym Adenylatcyclase – erstmalig be-
schrieben von Sutherland und Rall262,263 − die Bildung von cyklischem Adenosin-3´,5´-
monophosphat (cAMP, Abb. 2.50). Dieser sekundäre Botenstoff stimuliert einerseits die 
Proteinkinase A (PK-A), wodurch es zur Phosphorylierung bestimmter Substratproteine 
kommt und andererseits können durch cAMP über verschiedene Proteinkinasen MAP-
Kinasenv wie ERK1 und ERK2 aktiviert werden. Die ERK spielen eine wichtige Rolle bei 
bei der Regulation von Zellteilung und Proliferation, außerdem tragen sie zu Lern-
prozessen des Nervensystems bei264,265. Die p38 – eine Proteinkinase aus der Familie der 
MAPK, welche eine zentrale Rolle in Entzündungsgeschehen und Immunantwort spielt, 
wird dagegen durch cAMP gehemmt, sodass es dadurch zu einem entzündungshemmenden 
Effekt kommt265. Desweiteren kann cAMP über die Proteinkinase A Ca2+-Kanäle vom 
                                                          
v MAP-Kinasen = Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 
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L-Typ stimulieren. Die Adenylatcyclase wird von dem stimulierenden Gs- und dem inhibi-
torischen Gi-Protein reguliert. 
 
Bei der Phosphoinositol-Kaskade wird durch die Katalyse von Phospholipase C aus 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die beiden sekundären Botenstoffe Diacyl-
glycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) (Abb.2.50) gebildet. DAG aktiviert 
über einen allosterischen Effekt die Proteinkinase C (PK-C), die eine zentrale regulato-
rische Rolle in vielen zellulären Prozessen (u.a. Proliferation, Differenzierung, Kontrolle 
von Genexpression, Apoptose und Modulation von Ionenkanälen) spielt 266,267. IP3 führt zu 
einer Ca2+-Ausschüttung aus intrazellulären Speichern, wodurch es zu einer Kontraktion 

























cyclisches Adenosin-3´,5´-monophosphat (cAMP)Diacylglycerin (DAG)
Ac: Fettsäurerest  
Abb. 2.50: Die sekundären Botenstoffe (second messengers), 
                    IP3 und DAG entstehen durch Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
(PIP2) durch die Phospholipase C; cAMP wird aus ATP durch die Adenylatcyclase 
gebildet und kann durch die Phosphodiesterase zu AMP (inaktiv) abgebaut wer-
den.    
 
 
Neben den drei beschriebenen Verbindungen DAG, IP3 und cAMP ist auch das cyklische 
Guanosin-3´,5´-monophospat (cGMP) ein wichtiger sekundärer Botenstoff268. 
 
Die oben beschriebenen Signaltransduktionswege bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
sind in Abb. 2.51 dargestellt. 
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Abb. 2.51: Signaltransduktion bei G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
                     R: Rezeptor; Gs und Gi: stimulatorische und inhibitorische G-Proteine; AC: Adeny-
latcyclase; PIP2, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; IP3: Inositol-1,4,5-triphos-
phat; DAG: Diacylglycerol; PK: Proteinkinase; PL-C: Phospholipase C; SR: Sarko-
plasmatisches Reticulum; α und β: Adrenozeptor-Agonisten; M2: muskarinischer 
Rezeptor-Agonist; A1: Adenosin-Rezeptor-Agonist; AII: Angiotensin-Rezeptor-Ago-
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2.8.2 Einfluss von Uracil auf die Forskolin-induzierte cAMP-
Akkumulation untersucht an NG108-15-Zellen 
 
Ziel dieser Experimente war es, zu untersuchen, ob Uracil einen Effekt auf die Adenylat-
cyclase (AC) ausübt. Die Untersuchungen wurden sowohl an Membranen aus NG108-15-
Zellen als auch an intakten NG108-15-Zellen durchgeführt. Verwendet wurde ein Testsys-
tem zur Bestimmung der cAMP-Akkumulation ([³H]cAMP-Kit von Amersham Bioscien-
ces). Wie bereits erwähnt, ist das Enzym Adenylatcyclase verantwortlich für die Bildung 
von cyclischem Adenosin-3´,5´-monophosphat (cAMP), welches als sekundärer Botenstoff 
u.a. die Proteinkinase A aktiviert und so biologische Effekte auslöst. Bei den funktionellen 
Untersuchungen wird ausgenutzt, dass bei Bindung eines Agonisten an einen Gi-Protein-
gekoppelten Rezeptor die Adenylatcyclase gehemmt und bei Bindung an einen stimulatori-
schen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (Gs-Protein-gekoppelten Rezeptor) das Enzym sti-
muliert wird, sodass es im ersteren Fall zu einer Abnahme und im letzteren zu einer Zu-
nahme der cAMP-Konzentration kommt. Die cAMP-Akkumulation kann mithilfe eines 
Radioaktiv-Assays bestimmt werden. Zur Messung der AC-Inhibition werden die funktio-
nellen Untersuchungen häufig in Anwesenheit von Forskolin durchgeführt. Forskolin ist 
ein aus den Wurzeln der indischen Pflanze Coleus forskohlii isoliertes Labdan-Diterpen 
(Abb. 2.52), welches eine direkte Wechselwirkung mit der Adenylatcyclase eingeht, diese 
aktiviert und damit die cAMP-Menge erhöht. Die Stimulierung der Adenylatcyclase durch 
Forskolin ist notwendig, da ansonsten die cAMP-Menge in der Probe zu gering ist, um ei-
nen inhibitorischen Effekt auf die Adenylatcyclase messen zu können. Die in Anwesenheit 
verschiedener Testsubstanz-Konzentrationen bestimmte cAMP-Menge wird auf die Kon-
trolle – Forskolin-induzierte maximale cAMP-Menge in Abwesenheit der Testsubstanz – 
bezogen. Die so ermittelte relative Menge an cAMP in Prozent wird gegen die Ligandkon-
zentration aufgetragen, um einen EC50-Wert zu erhalten. 
 
Entsprechend kann die Kopplung eines Rezeptors an ein Gs-Protein nachgewiesen werden, 
indem man eine Zunahme der cAMP-Menge mit steigender Testsubstanz-Konzentration 
bezogen auf die Negativkontrolle – cAMP-Menge in Abwesenheit von Testsubstanz – er-










Abb. 2.52: Forskolin 
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2.8.2.1 Bestimmung der cAMP-Akkumulation  in Membranen von 
           NG108-15-Zellen 
 
Zur Bestimmung der cAMP-Akkumulation wurden frisch hergestellte Membranpräparatio-
nen von NG108-15-Zellen unter Zusatz von 1 mM ATP sowie 30 µM Rolipram, einem se-
lektiven cAMP-spezifischen Phosphodiesterase-(PDE4) -Inhibitor270 verwendet (Experi-
menteller Teil, Kap. 7.5.5). Es wurden sowohl Untersuchungen in Ab- als auch in Anwe-
senheit von Forskolin durchgeführt.  
 
































Abb. 2.53: Beeinflussung der cAMP-Akkumulation durch Uracil in Abwesenheit von Forskolin 
an Membranpräparationen aus NG108-15-Zellen (20 min. Inkubation bei 37°C). 
Die Kontrolle ohne Zusatz von Uracil wird gleich 100 % gesetzt. Der Fehlerbalken 
repräsentiert den Standardfehler des Mittelwertes (SEM), n=3. 
 
                
Wie aus Abb. 2.53 ersichtlich, führt Uracil in einer Konzentration von 1 µM zu einer ge-
ringfügigen, nicht statistisch signifikanten, Hemmung der cAMP-Bildung (100 % vs. 
72 ± 11 %, n=3). Eine Stimulierung der Adenylatcyclase (Gs-gekoppeltes Protein) kann 
damit ausgeschlossen werden. Die gezeigte Tendenz zur Hemmung wurde in weiteren Ver-
suchen, die in Anwesenheit von Forskolin durchgeführt wurden, untersucht. Die Stimulie-
rung der Adenylatcyclase durch Forskolin führte zu einer Zunahme der cAMP Menge von 
ca. 4 pmol (Basalwert, Kontrolle ohne Forskolin-Zusatz) auf ca. 20 pmol (Maximalwert) 
pro Reaktionsansatz. Uracil wurde in diesen Experimenten in Konzentrationen von 0,0003 
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Abb. 2.54: Konzentrationsabhängige Inhibition der Forskolin-induzierten cAMP-Akkumulation 
durch Uracil, untersucht an Membranpräparationen aus NG 108-15-Zellen (20 min. 
Inkubation bei 37°C). Die absoluten Mengen an gebildetem cAMP in Abwesenheit 
von Uracil (Kontrollen) lagen zwischen 18 bis 25 pmol. Als Ergebnis wurde ein 
EC50-Wert von 24,2 nM  ermittelt (n=3). 
 
 
Die funktionellen Untersuchungen mit Uracil in Anwesenheit von Forskolin zeigen eben-
falls eine Tendenz zu einer konzentrationsabhängigen Hemmung der Forskolin-induzierten 
cAMP-Akkumulation in Membranen von NG108-15-Zellen. Uracil scheint die vorher 
durch den Zusatz von Forskolin maximal stimulierte Adenylatcyclase mit einem EC50-
Wert von 24,2 nM (95 % Konfidenzintervall 0,13 nM-4,56 µM) zu hemmen. Allerdings ist 
dieses Ergebnis mit Vorsicht zu betrachten, da zum einen die maximale Inhibition der 
cAMP-Akkumulation mit nur ca. 30 % bei einer Konzentration von 10 µM sehr gering und 
zum anderen die Abweichungen sehr groß sind. In zwei weiteren Experimenten, in denen 
die Inkubationszeit variiert wurde, konnte kein Effekt von Uracil auf die Adenylatcyclase 
festgestellt werden. Die durch Forskolin-induzierte cAMP-Menge blieb unverändert. Aller-
dings waren diese Versuche aufgrund einer zu hohen bzw. zu niedrigen Menge an gebilde-
tem cAMP nicht vernünftig auswertbar. Bei einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei 37°C 
betrug die Forskolin-induzierte cAMP-Menge in Abwesenheit von Uracil (Maximalwert) 
nur 9,7 pmol. Eine Inkubationszeit von 30 Minuten dagegen führte zu einer sehr hohen 
cAMP-Menge von 84 pmol, welche nicht mehr im kalibrierten Konzentrationsbereich 
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2.8.2.2 Bestimmung der cAMP-Akkumulation  in intakten NG108-15 Zellen 
 
Neben den Experimenten an Membranpräparationen von NG108-15-Zellen wurde der 
Einfluß von Uracil auf die Forskolin-stimulierte cAMP-Bildung auch in intakten Zellen 
untersucht. Abweichend zu den Experimenten mit NG108-15-Membranpräparationen wur-
de hier der physiologische Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4 unter Zusatz von Ade-
nosindesaminase (ADA) sowie der beiden Phosphodiesterase-Inhibitoren 4-(3-But-
oxy-4-methoxyphenyl)methyl-2-imidazolidon (Ro20-1724) und 3-Isobutyl-1-methylxan-
thin (IBMX) verwendet.     
 
In den insgesamt fünf Versuchen an intakten NG108-15-Zellen (Inkubationszeit: 10 
bzw. 15 Minuten bei 37°C) konnte keine eindeutige Inhibition der Forskolin-stimulierten 
cAMP-Bildung nachgewiesen werden. Zwar war in einzelnen Experimenten eine gewisse 
Hemmung zu beobachten, die Ergebnisse waren jedoch nicht reproduzierbar. Eine mög-
liche Begründung könnte sein, dass intakte Zellen Uracil schnell abbauen bzw. zellulär 
aufnehmen, sodass die Verbindung extrazellular für die Inhibition der Adenylatcyclase 
nicht in ausreichender Menge zur Verfügung steht. Es wurden bereits verschiedene Nuk-
leobasen-Transporter in Säugetierzellen beschrieben (siehe Kap. 1.3). 
 
 
2.8.2.3 Zusammenfassung  
 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Versuche an Membranen besser funktionieren 
als an intakten Zellen. Bei den Experimenten an intakten NG108-15-Zellen ist eine repro-
duzierbare Messung sehr schwierig, da vermutlich enzymatische Abbau- und zelluläre 
Aufnahme-Mechanismen eine Rolle spielen. Die (auswertbaren) Versuche an Membran-
präparationen von NG10815-Zellen deuten auf eine Hemmung hin, jedoch ist die Schwan-
kungsbreite der Messwerte zwischen den einzelnen Versuchen relativ groß. Aufgrund-
dessen kann zu diesem Zeitpunkt nicht mit Sicherheit angenommen werden, dass Uracil 
einen Effekt auf die Adenylatcyclase ausübt. Weitere Versuche mit den NG108-15-
Zellen – evtl. zusätzlich mit einer anderen Zelllininie – sind nötig, um den Sachverhalt ein-
deutig zu klären. 
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2.8.3  [35S]GTPγS-Bindungsstudien 
 
Die [35S]GTPγS-Radioligand-Bindungsstudien stellen neben der Messung der cAMP-
Akkumulation eine weitere Methode dar, um die Funktionalität eines Liganden in einem 
Rezeptorsystem zu untersuchen. Hierbei wird die Affinität des hydrolysestabilen, 
radioaktiv markierten GTP-Thio-Analogen Guanosin-5'-[γ-35S]triphosphat ([35S]GTPγS, 



















- - -  
 
Abb. 2.55: Struktur von [35S]GTPγS  
 
 
Wie im Abschnitt 2.8.1 bereits beschrieben, ist im inaktiven Zustand an dem G-Protein-
αβγ-Komplex GDP gebunden. Die Bindung eines Agonisten an den G-Protein-gekoppel-
ten Rezeptor führt zu einem Austausch von GDP gegen GTP, sodass das radioaktiv mar-
kierte GTPγS an die α-Untereinheit binden kann. Um das Konformations-Gleichgewicht 
hin zur inaktiven Form zu verschieben, wird bei den Bindungstudien dem Inkuba-
tionspuffer 10 µM GDP und 100 mM Natriumchlorid zugesetzt. Zur Bestimmung der un-
spezifischen Bindung wird der Kaltligand GTPγS (10 µM) verwendet, welcher den Radio-
liganden [35S]GTPγS von der Bindungsstelle am G-Protein verdrängt. Dieser cpm-Wert 
wird von der mit DMSO bestimmten Gesamtbindung abgezogen und der so ermittelte Wert 
gleich 100 % gesetzt (= Basalwert).  
 
Ziel dieser Studien war es, zu untersuchen, ob das Uracil-bindende Protein durch Guanin-
nukleotide allosterisch moduliert wird. Hierzu wurden Membranpräparationen von Zellen 
aus dem Eierstock chinesischer Hamster – transfiziert mit humanen Adenosin-A1-Rezep-
toren – verwendet. In unabhängigen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die 
Uracil-Bindungsstellen in dieser Zelllinie in hoher Dichte exprimiert werden (Kap. 2.7). 
Als Vergleichssubstanz kam N6-Cyclopentyladenosin (CPA), ein Vollagonist am Adeno-
sin-A1-Rezeptor271 (Gi/Go-gekoppelt) zum Einsatz. Uracil wurde in Konzentrationen von 
0,01 bis 10 µM eingesetzt.   
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In Abb. 2.56 sind die Ergebnisse der Untersuchung von Uracil im Vergleich zu dem 
Adenosin-A1-Rezeptoragonisten N6-Cyclopentyladenosin (CPA) dargestellt.  
 





























Abb. 2.56: [35S]GTPγS-Bindungsstudie an Membranpräparationen von Zellen aus dem Eier-
stock chinesischer Hamster – transfiziert mit humanen Adenosin-A1-Rezeptoren 
(CHO-hA1-Zellen, 5 µg Protein). Als eine Vergleichssubstanz wurde N6-Cyclo-
pentyladenosin (CPA, Vollagonist an Adenosin-A1-Rezeptoren) untersucht. Dar-
gestellt sind die normalisierten Daten (CPA wurde gleich 100 % gesetzt). Ange-
geben sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen Experimen-




Tab. 2.22 Einfluß von Uracil auf die [35S]GTPγS Bindung 
 maximaler Effekt der spezifischen [35S]GTPγS Bindung 
relativ zum Basalwert (= 100 %) 
% ± SEM [n=3] 
CPA 202 ± 6 
Uracil 93 ± 2 
 
 
► Die Ergebnisse der [35S]GTPγS-Bindungsstudien zeigen, dass Uracil zu keiner Stimu-
lierung der [35S]GTPγS-Bindung in der verwendeten Zelllinie führt. Die Bindung ist über 
den gesamten Konzentrationsbereich (0,01 nM-10 µM) nahezu konstant. In den meisten 
Säugetierzellen werden Gi-Proteine in höherem Maße exprimiert und besitzen zudem einen 
signifikant höheren Grad an basalem Guaninnukleotid-Austausch als die anderen G-Protei-
ne. Aufgrunddessen kann eine Stimulierung des Gi-Proteins durch die Bindung eines Ago-
nisten an seinen GPCR in der Regel problemlos detektiert werden, während die Stimulie-
rung des Gq/G11 oder Gs-Proteins oft nur zu einer geringfügig und nicht-signifikant höheren 
Nukleotid-Bindung bezogen auf den Basalwert führt, sodass eine Messung der Stimu-
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lierung dieser G-Proteine mit Standard-[35S]GTPγS-Bindungsstudien nur schwer oder gar 
nicht möglich ist. Neben der absoluten Konzentration an Rezeptoren und G-Proteinen 
spielt auch die Rezeptor-G-Protein-Stöchiometrie eine wichtige Rolle272,273. Da die cAMP-
Experimente (Abschnitt 2.8.2) darauf hindeuten, dass die Uracil-Bindungsstelle an ein Gi-
Protein gekoppelt sein könnte, sollte der Theorie nach ein Anstieg der Guaninnukleotid-
Bindung zu beobachten sein. An dieser Stelle muß allerdings erwähnt werden, dass auch 
Adenin, der endogene Ligand eines Gi-gekoppelten Rezeptors, unter ähnlichen Versuchs-
bedigungen in Konzentrationen von 0,01 nM-500 µM zu keiner Stimulierung der 
[35S]GTPγS-Bindung führte228. Möglicherweise ist im Falle von Uracil und Adenin die 
G-Protein-Expression im Vergleich zur Dichte der Bindungsstellen zu gering, um einen 
Anstieg der [35S]GTPγS-Bindung messen zu können.  
Folglich schließen diese Experimente eine G-Protein-Kopplung der Uracil-Bindungsstelle 
nicht zwangsläufig aus, sondern zeigen vielmehr die Notwendigkeit auf, die Versuchsbe-
dingungen weiter zu optimieren, um möglichst auch bei einer geringen Expression des 
betreffenden G-Proteins eine Stimulierung nachweisen zu können. 
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2.8.4 Bestimmung der intrazellulären Calcium-Konzentration  in 
NG108-15-Zellen  
 
Die Aktivierung von Membranrezeptoren kann zur Erhöhung der intrazellulären Calcium-
Konzentration führen. Mittels calciumsensitiver Fluoreszenzfarbstoffe kann die intrazellu-
lärere Calciumkonzentration an adhärenten oder suspendierten Zellen bestimmt werden. 
Fluoreszierende Substanzen können bei Bestrahlung mit einer bestimmten Wellenlänge 
Energie aufnehmen und diese innerhalb von 10-9 s als Licht einer anderen, längeren Wel-
lenlänge wieder abgeben. Das emittierte Fluoreszenzspektrum ist charakteristisch für eine 
Verbindung und kann zu deren Qualifizierung und Quantifizierung herangezogen werden. 
 
Fura-2 ist einer der vielen Fluoreszenzfarbstoffe, der mit hoher Affinität (KD = 224 nM) 
Calcium komplexieren können und dessen Fluoreszenzspektrum sich hierbei ändert. Dieser 
Fluoreszenz-Farbstoff wurde bei den Testungen in Form seines Acetoxymethylester 
(Fura-2, AM, Abb. 2.57) eingesetzt. Die lipophile, ungeladene Esterform diffundiert passiv 
durch die Membranen in die Zellen und wird dort durch ubiquitär vorkommende, unspe-
zifische Esterasen gespalten. Die geladene (Ca2+-bindende) Säureform reichert sich im 
Plasma an, da sie nicht mehr membrangängig ist. Allerdings kann der Farbstoff durch ak-
tive Transportmechanismen der Zellen wieder heraustransportiert werden. Nach Chelatbil-
dung mit Ca2+-Ionen innerhalb der Zelle ändert sich das Fluoreszenzspektrum, sodass ein 
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Abb. 2.57: Strukturformel des Fluoreszenzindikators Fura-2, AM 
        
 
Bei den Experimenten wurde bei einer Wellenlänge von 320 nm gearbeitet. Als Positiv-
kontrolle wurde Uridin-5´-triphosphat (UTP), der physiologische Agonist am G-Protein-
gekoppelten P2Y2-Rezeptor, verwendet. Durch Bindung des Agonisten an den Rezeptor 
wird eine Reaktionskaskade ausgelöst, bei der die Phospholipase C aktiviert wird. Es 
kommt zur Bildung der beiden sekundären Botenstoffe Diacylglycerol (DAG) 
und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3), welches wiederum die Freisetzung von Calciumionen 
aus den cytosolischen Speichern bewirkt. Diese Mobilisierung des Calciums wird in den 
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durchgeführten Versuchen durch Fluoreszenzmessungen mit dem Fluoreszenzindikator Fu-
ra-2 bestimmt. Als Negativkontrolle wurde Krebs-Hepes-Puffer eingesetzt. Die Experi-
mente wurden mit NG-108-15-Zellen (Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliom-Hybrid-Zell-
linie) durchgeführt, in denen die Uracil-Bindungsstellen in hoher Dichte exprimiert werden 
(Bmax = 6,3 pmol/mg Protein). Das Ergebnis eines typischen Experiments, in dem Uracil in 
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Abb. 2.58: Darstellung des durch Injektion (Injektionszeitpunkt jeder Messung nach 5,6 sec.) 
verschiedener Lösungen auf NG108-15-Zellen ausgelösten Fluoreszenzanstiegs 
(Die Zellen waren mit dem calciumsensitiven Fluoreszenzindikator Fura-2 bela-
den). Es wurden Lösungen des Uracils in aufsteigender Konzentration injiziert (an-
gegebene Konzentrationswerte sind Endkonzentrationen). Als Negativkontrolle 
wurde Puffer (Krebs-Hepes-Puffer) injiziert. Als Positivkontrolle wurde der physio-
logische P2Y2-Rezeptor-Agonist UTP in einer Konzentration von 3 µM getestet. 
 
 
► Die Ergebnisse zeigen, dass Uracil in Konzentrationen von 0,3-100 µM verglichen mit 
Krebs-Hepes-Puffer als Negativ- sowie UTP (3 µM) als Positivkontrolle keinen signifikan-
ten Fluoreszenzanstieg zeigt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die intrazelluläre Cal-
ciumkonzentration durch den Zusatz von Uracil in den untersuchten Zellen (NG108-15) 
nicht beeinflusst wird, zumindest handelt es sich wohl nicht um einen Gq-gekoppelten Re-
zeptor, da ansonsten ein schneller Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration hätte 
beobachtet werden müssen, wie es bei UTP der Fall war.  
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2.8.5 Zusammenfassung und Diskussion  
 
Die durchgeführten Experimente zur Bestimmung der cAMP-Akkumulation deuten darauf 
hin, dass Uracil zu einer Inhibierung der Adenylatcyclase in NG108-15-Zellmembran-
präparationen führt (EC50 = 24,2 nM). Diese Beobachtung konnte allerdings in intakten 
NG108-15-Zellen nicht bestätigt werden. Eine Erklärung hierfür könnte sein, dass in intak-
ten Zellen im Vergleich zu den Membranpräparationen enzymatische Abbau- und zelluläre 
Aufnahme-Mechanismen eine (bedeutendere) Rolle spielen, sodass dadurch eine reprodu-
zierbare Messung erschwert oder sogar unmöglich ist. In [35S]GTPγS-Bindungsstudien 
konnte keine Modulierung eines G-Proteins durch Uracil nachgewiesen werden. Uracil 
zeigte auch in einer hohen Konzentration von 10 µM keinen Effekt auf die [35S]GTPγS-
Bindung. Allerdings ist dieser Assay sehr stark abhängig von den Versuchsbedingun-
gen, die möglicherweise noch optimiert werden müßten. In Calcium-Assays führte Uracil 
in Konzentrationen von 0,03-100 µM zu keinem Anstieg der intrazellulären Calciumionen-
Konzentration in NG108-15-Zellen. 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die funktionellen Untersuchungen keinen eindeu-
tigen Beweis dafür liefern, dass es sich bei der hochaffinen Uracil-Bindungsstelle um einen 
G-Protein-gekoppelten Rezeptor handelt. Die Ergebnisse der cAMP-Versuche zeigen zwar 
eine Tendenz zur Inhibierung der Adenylatcyclase, was auf eine Gi/Go-Kopplung hindeu-
tet, jedoch ist die bestehende Datenlage nicht ausreichend, um diese Vermutung zu unter-
mauern. Weitere Experimente müssen folgen, um eindeutigere Aussagen machen zu kön-
nen. Auch sind die bisher gut untersuchten GPCRs in der Regel in geringerer Dichte ex-
primiert als die hier beschriebene Uracil-Bindungsstelle. 
    





Vorversuche zur Identifizierung des 
Uracil-bindenden Proteins mittels 
Photoaffinitätsmarkierung 
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3.1 Einleitung  
 
Mittels Radioligand-Bindungsstudien konnte für Uracil eine spezifische hochaffine Bin-
dungsstelle mit  einer sehr hohen Dichte in nahezu allen untersuchten Geweben und Zellli-
nien identifiziert werden. Das Membranprotein, an das sich Uracil sowie einige Uracil-
Derivate mit hoher Affinität binden, ist bis dato unbekannt. Zur Identifizierung des Prote-
ins erscheint die Methode der Photoaffinitätsmarkierung mit anschließender SDS-
PAGE, Autoradiographie und (MALDI-TOF)-Massenspektroskopie als am besten geeig-
net. Mithilfe dieser Techniken sollte es möglich sein, die Proteinsequenz zu identifizie-
ren, um auf diesem Wege zu der entsprechenden Gensequenz zu gelangen.  
Da das Genom des Rindes noch nicht vollständig sequenziert ist, erscheint es un-
günstig, die Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation als Quelle für die Uracil-Bindungs-
stellen für die Photoaffinitätsmarkierung zu verwenden. Gut geeignet sollte dagegen die 
Rattenhirn-Striatum-Membranpräparation sein, welche zwar im Vergleich zur Kalbs-
Striatum-Membranpräparation eine niedrigere, aber immer noch ausreichend hohe Dichte 
an Uracil-Bindungsstellen (Bmax = 19,3 ± 5,3  pmol/mg Protein) aufweist. Das Rattenge-
nom ist nach dem des Menschen und dem der Maus die dritte DNA-Sequenz eines Säuge-
tieres, die entschlüsselt wurde. Sie besteht aus ungefähr 25000 Genen, von denen 90 % 
auch beim Menschen und der Maus vorkommen277.  
Um eine möglichst hohe Ausbeute an markiertem Protein zu erhalten kombiniert mit einer 
sehr niedrigen oder im Idealfall gar keiner unspezifischen kovalenten Bindung, ist es sinn-
voll, eine grobe „Vorrreinigung“ bzw. Anreicherung der Uracil-Bindungsstellen vorzu-
nehmen. 
 
Als Vorbereitung für die Photoaffinitätsmarkierung wurden verschiedene Vorversuche 
durchgeführt, um wichtige Punkte im vorab zu klären. Zum Teil wurden für die Vorver-
suche Kalbshirn-Striatum- anstatt Rattenhirn-Striatum-Membranpräparationen verwen-
det, da die Kalbshirne einfacher und kostengünstiger zu erwerben sind und es für die meis-
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3.2 Photoaffinitätsmarkierung 
 
3.2.1    Prinzip der Photoaffinitätsmarkierung 
 
Zur Identifizierung und Untersuchung von Rezeptoren und anderen Targetproteinen sind 
Photoaffinitätsmarkierungen, insbesondere in Kombination mit Radioaktivmarkierung der 
Liganden, in der aktuellen Forschung von hohem Stellenwert278,279,280,281. Der entsprechend 
derivatisierte spezifische Ligand wird mit der Proteinsuspension, welche die ent-
sprechenden Bindungsstellen enthält, unter optimierten Bedingungen inkubiert. Nach Ein-
stellung des Gleichgewichts wird der Ligand durch Bestrahlung mit UV-Licht zum Einge-
hen einer kovalenten Bindung mit benachbarten Aminosäuren angeregt, wodurch es zu ei-
ner Fixierung des ansonsten labilen Gleichgewichts zwischen dem Liganden und dem Pro-
tein kommt. Durch anschließende denaturierende Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Au-
toradiographie kann das markierte Protein detektiert werden. Von diesem Protein kann mit-
tels der (MALDI-TOF)-Massenspektroskopie die Proteinsequenz identifiziert werden, wel-
che letzendlich zur Ermittlung der Gensequenz des Proteins führt.  
 
Die spezifische Markierung von Membranproteinen gestaltet sich aufgrund der Vielzahl 
von in der Membran befindlichen Proteinen und Lipiden in der Regel schwieriger als Pho-
toaffinitätsmarkierungen von aufgereinigten, gelösten Proteinen. Trotzdem ist diese Tech-
nik ein sehr vielversprechendes Verfahren, womit gezielt Membranproteine identifiziert 
und untersucht werden können.  
 
Die in Photoaffinitätsmarkierungen eingesetzten Liganden besitzen lichtempfindliche 
funktionelle Gruppen wie z.B. eine Diazo- oder Azido-Funktion. Nach Anregung mit UV-
Licht (250-300 nm) kommt es zur Stickstoff-Abspaltung, sodass Nitrene282 und Carbene283 
entstehen (Abb. 3.1). Diese Intermediate sind sehr reaktiv und gehen kovalente Bindungen 
mit nucleophilen NH-, SH- und OH-Gruppen der umliegenden Aminosäuren ein. Deswei-
teren kommt es zu Additionsreaktionen mit Doppelbindungen an aromatische Syste-
men. Phenyl(trifluormethyl)diazirin ist ein Beispiel für ein wichtiges Photoaffinitätsrea-
genz. Nach Bestrahlung entsteht ein äußerst reaktives Carben, das in situ durch Insertion in 
benachbarte Hydroxyl-, Amino- oder auch C-H-Bindungen reagiert284  (Abb. 3.1). 
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Abb. 3.1: Ausgewählte, für Photoaffinitätsmarkierungen von Membranproteinen geeignete 
photolabile Gruppen. Durch Bestrahlung entstehen Carbene und Nitrene, welche 




3.2.2    Markierungsstrategie 
 
Zur Photoaffinitätsmarkierung von Uracil soll eine Azido-Gruppe als photolabile Gruppe 
zum Einsatz kommen. Da nach bisheriger Erkenntnis eine Substitution in Position 5 am 
besten toleriert wird, liegt die Vermutung nahe, dass 5-Azidouracil die beste Affinität auf-
weisen wird. Da jedoch in Position 6 eine Hydrazino-Gruppe ebenfalls eine recht hohe Af-
finität (Ki = 80 nM) besitzt, werden auch 6-Azido-Derivate in Erwägung gezogen. Um zei-
gen zu können, dass das Photoaffinitätsreagenz spezifisch an die Bindungsstelle bin-
det, muß anhand von Kompetitionsexperimenten gezeigt werden, dass der photolabile Li-
gand den Radioliganden kompetitiv hemmt. Daneben spielt natürlich auch die Affinität des 
Liganden für Photoaffinitätsmarkierungen eine bedeutende Rolle. Je höher die Affinität 
des Liganden, desto leichter und wahrscheinlicher ist es, ausschließlich das gesuchte Prote-
in zu markieren. In Tab. 3.1 sind die Affinitäten von verschiedenen 5- bzw. 6-Azido-
Derivatenw zur Uracil-Bindungsstelle aufgelistet. 
                                                          
w synthetisiert von Herrn Dr. Huu Phuoc Le aus dem Arbeitskreis von Frau Prof. C. E. Müller, Pharmazeuti-
sches Institut, Universität Bonn 
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Verbindung R5 R6 
Ki [nM] ± SEM oder 
Inhibition [%] der Radioligand-Bindung 
± SEM bei 10 µM  [n=3] 
5-Azidouracil N3 H 1270 ± 220 
6-Azidouracil H N3 > 10.000 (21 % ± 1) 
6-Azido-5-bromuracil Br N3 >> 10.000 (3 % ± 2) 
6-Azido-5-fluoruracil F N3 >> 10.000 (1 % ± 1) 
 
 
Wie bereits vermutet, weist von den getesteten Azido-Derivaten nur 5-Azidouracil eine im 
niedrigen mikromolaren Bereich liegende Affinität (Ki = 1,3 µM) zur Uracil-Bindungs-
stelle auf. Die anderen zeigen in einer Konzentration von 10 µM keine signifikante Ver-

































Abb. 3.2: Hemmung der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen 
durch 5-Azidouracil. Als Ergebnis wurde ein Ki-Wert von 1,27 µM ± 0,22 (n=3) er-
mittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei voneinander unabhängigen 
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Aufgrund dieser Ergebnisse wird [3H]5-Azidouracil als mögliches Photoaffinitätsreagenz 
ermittelt, welches synthetisiert und zur Markierung des gesuchten Proteins verwendet wer-
den soll. Allerdings ist die direkte Tritiierung von 5-Azidouracil bzw. 5-Azido-6-Chlor-
uracil nicht möglich, da bei der Hydrierung die Azido-Gruppe ebenfalls reduziert wird. 
Aus diesem Grund muß von einem triierten Molekül ausgehend die benötigte Verbindung  



























[5,6-3H]Uracil [3H]5-Aminouracil [3H]5-Azidouracil  
 
Abb. 3.3: Geplanter Radioligand [3H]5-Azidouracil 
 
 
Abb. 3.4 zeigt die Photoaffinitätsreaktion mit dem geplanten Photoaffinitätsreagenz 
[3H]5-Azidouracil. 
 











Abb. 3.4: Darstellung der geplanten Photoaffinitätsreaktion mit 5-Azidouracil  
 
 
3.2.3   Überprüfung der kovalenten Bindung mit 5-Azidouracil  
 
Um zu untersuchen, ob und zu welchem Grad das Photoaffinitätsreagenz eine kovalente 
Bindung mit dem Protein eingeht, wird das Protein mit 5-Azidouracil (100 µM) bzw. mit 
Uracil (100 µM) als Kontrolle 5 h bei 37°C vorinkubiert. Anschließend wird der Ansatz 
2 Minuten lang bestrahlt (254 nm, 50/60 Hz, 14 VA, 8 W)) und danach dreimal bei 
48000 g und 4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Hierdurch soll der nicht kovalent gebun-
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und bis zur Weiterbehandlung bei -80°C eingefroren. Die Ergebnisse der Standardassays 






Kontrolle ohne Vorbehandlung; spezifische Bindung
Vorbehandlung des Proteins mit 100 µM Uracil
(Inkubation bis zur Gleichgewichtseinstellung, Bestrahlung,






Vorbehandlung des Proteins mit 100 µM 5-Azidouracil
(Inkubation bis zur Gleichgewichtseinstellung, Bestrahlung,































Abb. 3.5: Spezifische und unspezifische Bindung von [3H]Uracil an Rattenhirn-Striatum-
Membranpräparationen ohne und mit Vorbehandlung (siehe Legende). Der Assay 
wurde mit Ausnahme der Proteinmenge (100 µg) unter Standardbedingungen 
durchgeführt. Dargestellt ist ein Vorversuch in Zweifachbestimmung.  
 
 
Wie aus Abb. 3.5 ersichtlich, ist die spezifische [3H]Uracil-Bindung sowohl nach Vorbe-
handlung mit Uracil als auch mit 5-Azidouracil nahezu identisch. Dies zeigt, dass das pho-
tolabile 5-Azidouracil durch die Vorbehandlung nicht wie erwartet kovalente Bindungen 
mit nucleophilen Gruppen der Aminosäuren eingegangen ist und die Uracil-Bindungstellen 
blockiert hat. Die Bestrahlungsdauer und -Intensität hat offensichtlich nicht ausge-
reicht, um die Bildung eines reaktiven Nitrens aus dem Azido-Derivat anzuregen. In Zu-
kunft sollte dieser Vorversuch mit einer höheren Bestrahlungsintensität durchgeführt wer-
den. Interessanterweise ist die spezifische Bindung ohne Vorbehandlung niedriger als die 
Bindung nach einer Vorbehandlung. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass durch 
die zusätzlichen Waschschritte eventuell noch in der Membranpräparation vorhandes Ura-
cil entfernt wird, sodass es zu einer höheren spezifischen Bindung von [3H]Uracil kommt. 
Sicher ist, dass die dreimalige Zentrifugation (48000 g, 4°C, 10 min.) gut geeignet ist, nach 
der Photoaffinitätsreaktion den nicht kovalent gebundenen Liganden aus der Proteinsus-
pension zu entfernen. Da man bei der Photoaffinitätsmarkierung nur das gesuchte, durch 
die kovalente Bindung radioaktiv markierte, Protein detektieren möchte, ist es sehr wich-
tig, nach der Bestrahlung den störenden ungebundenen Liganden weitestgehend aus dem 
Ansatz zu entfernen. 
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3.3 Solubilisierung von Kalbshirn-Striatum-Membranen 
 
Membranproteine sind aufgrund ihrer Hydrophobizität unlöslich in wäßrigen Medien und 
müssen mit Hilfe von Detergenzien in eine lösliche Umgebung überführt werden. Die Auf-
reinigung eines Membranproteins beginnt daher unvermeidlich mit der Solubilisierung. 
Hierbei sind sowohl die Auswahl des richtigen Detergenzes als auch die richtigen Solubili-
sierungsbedingungen für eine effektive Solubilisierung von großer Bedeutung.  
 
Ziel der Untersuchungen war es, ein geeignetes Detergenz zu finden, welches die Mem-
bran mitsamt der Uracil-Bindungsstellen-enthaltenen Membranproteine solubilisiert, ohne 
dabei im Idealfall die spezifische Bindung von [3H]Uracil zu beeinträchtigen. Die Metho-
de, membrangebundene Proteine über ein Detergenz zu solubilisieren, ist weitverbreitet. 
Die Detergenzien CHAPS, Lubrol-PX, Natriumdesoxycholat, n-Octyl-β-D-glucopyranosid, 




3.3.1    Detergenzien zur Solubilisierung 
 
Die Detergenzien werden aufgrund ihrer Struktur allgemein in vier Klassen eingeteilt: 
 
1. ionische Detergenzien, 
2. Gallensäuresalze, 
3. nichtionische Detergenzien, 
4. zwitterionische Detergenzien. 
 
Die ionischen Detergenzien besitzen eine hydrophile Kopfgruppe mit einer Ladung, wel-
che kationisch oder auch anionisch sein kann und eine hydrophobe Kohlenwasserstoffkette 
bzw. ein Steroidgrundgerüst. Die ionischen Detergenzien (z.B. SDS), die sphärische Mi-
zellen bilden, sind bei der Solubilisierung von Membranproteinen zwar sehr effektiv, füh-
ren allerdings nahezu immer zu einer Denaturierung des Proteins. Einige Proteine lassen 
sich durch Überführen in eine andere Detergenzlösung wieder renaturieren286,287. Die Gal-
lensäuresalze sind ionische Detergenzien, die im Gegensatz zu SDS ein starres Steroid-
grundgerüst besitzen. Folglich haben sie polare und unpolare Bereiche anstatt einer eindeu-
tig definierten Kopfgruppe. Sie bilden kleine nierenförmige Aggregate. Es handelt sich 
hierbei um milde Detergenzien, die im Vergleich zu den linearkettigen Detergenzien mit 
der selben Kopfgruppe weniger denaturierend sind288.  
Die nichtionischen Detergenzien enthalten ungeladene hydrophile Kopfgruppen aus Poly-
oxyethylen- oder glykosidischen Gruppen. Sie sind milde und relativ wenig denaturierende 
Detergenzien, wobei sie Lipid-Lipid-Wechselwirkungen und Lipid-Protein-Wechselwir-
kungen eher stören als Protein-Protein-Wechselwirkungen. Viele Membranproteine kön-
nen mit nichtionischen Detergenzien solubilisiert werden, ohne die strukturellen Eigen-
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schaften der Proteine zu beeinflussen. Kurzkettige (C7-C10) nichtionische Detergenzien wie 
z.B. n-Octyl-β-glukopyranosid wirken im Vergleich zu den entsprechenden langkettigen 
(C12-C14) Detergenzien stärker denaturierend289. Die zwitterionischen Detergenzien ver-
einen die Eigenschaften von ionischen und nichtionischen Detergenzien und sind in der 
Regel denaturierender als die nichtionischen Detergenzien. Sie finden Anwendung bei 
Struktur-Analysen von Membranproteinen. In Abb. 3.7 sind einige häufig verwendete De-
tergenzien dargestellt. 
 
Inzwischen gibt es auch „alternative“ Detergenzien, die im Vergleich zu den traditionellen 
Detergenzien weniger destabilisierend wirken sollen: 
Tripod-Amphiphile enthalten ein tetrasubstituiertes Kohlenstoffatom, welches drei hydro-
phobe Reste und eine polare Kopfgruppe besitzt. Der polare Teil enthält ein Amid oder ein 
Amidoxid. Sie wurden bereits erfolgreich zur Solubilisierung von Bakteriorhodopsin und 
Kalbs-Rhodopsin verwendet, wobei die Proteine als Monomere in einer dem nativen Zu-
stand ähnlichen Form erhalten werden konnten290,291.  
Amphipole sind makromolekulare Detergenzien, die aus einer aliphatischen Kette mit hy-
drophilen, geladenen Seitenketten bestehen. Das Molekulargewicht der bisher syntheti-
sierten Amphipole liegt bei 70 bzw. 280 kDa. Nach Tribet et. al. bilden die Amphipole mit 
dem Protein einen stabilen Amphipol/Protein-Komplex. Die optimale Stöchiometrie, d.h. 
die Anzahl der Moleküle Amphipol pro Molekül Protein variiert je nach untersuchtem Pro-
tein. Es konnte bereits in vielen Fällen (u.a. Bakteriorhodopsin, Cytochrom b6f-Komplexx 
und Ca2+-ATPase) gezeigt werden, dass die Amphipole wasserunlösliche Membranpro-













Abb. 3.6: Alternative Detergenzien  






                                                          
x Cytochrom b6f-Komplex (Plastoquinol-Plastocyanin-Reduktase, EC 1.10.99.1) ist ein Enzym, welches in 


























































           
Abb. 3.7: Strukturen ausgewählter ionischer (rot), zwitterionischer (blau) und nichtionischer 
(grün) Detergenzien, die für die Solubilisierung von Membranproteinen geeignet 
sind.
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3.3.2 Wahl des geeigneten Detergenzes  
 
Für die Solubilisierung wurde das nichtionische Detergenz n-Dodecyl-β-maltosid verwen-
det. Diese schonende amphiphile Substanz lagert sich zwischen den Proteinkomplex und 
die Lipide der Membran und bildet homogene Protein-Detergenz-Mizellen, ohne einzelne 
Proteinuntereinheiten abzulösen. In Studien an Rhodopsin und Opsin mit verschiedenen 
nichtionischen und zwitterionischen Detergenzien war n-Dodecyl-β-maltosid bezüglich der 
Solubilität und der Erhaltung der thermischen Stabilität von Rhodopsin und Opsin den an-
deren untersuchten Detergenzien überlegen295,296. Daneben fand dieses Detergenz zur er-















Abb. 3.8: n-Dodecyl-β-D-maltosid  
                    (C24H46O11; Mr = 510,6 g/mol; CMC = 0,16 mM, Aggregationszahl: 98) 
 
 
3.3.3 Ermittlung der optimalen Detergenzkonzentration für die Solubili-
sierung der Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation als Quelle 
der Uracil-Bindungsstellen  
 
Um eine möglichst effektive Solubilisierung zu erzielen, wurde die für die Solubilisierung 
der Kalbshirn-Membranpräparation optimale n-Dodecyl-β-D-maltosid-Konzentration be-
stimmt. Die theoretische CMCy, ab der sich die n-Dodecyl-β-D-maltosid-Moleküle zu mi-
zellaren Strukturen zusammenfügen, beträgt für n-Dodecyl-β-D-maltosid etwa 160 µM301 
(0,08 % [w/v]). Da unterhalb dieser Konzentration keine Solubilisierung zu erwarten 
ist, wird ein Konzentrationsbereich von 245 bis 4900 µM (0,125 – 2,5 %) gewählt. 
 
Die Wahl der richtigen Puffer-Zusammensetzung spielt bei der Solubilisierung eine wich-
tige Rolle. Der Solubilisierungspuffer ist nicht nur für die Erhaltung eines stabilen pH-
Wertes verantwortlich, sondern hat überdies sowohl auf den Solubilisierungsvorgang als 
auch auf die Stabilität der solubilisierten Proteine einen bedeutenden Einfluss. Da Mem-
branproteine neben der hydrophoben auch ionische Wechselwirkungen eingehen, wird in 
Solubilisierungspuffern in der Regel 150 mM Natriumchlorid verwendet. Dieser Zusatz 
verringert die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Proteinen und geladenen Li-
piden.  
                                                          
y CMC = kritische Mizellbildungskonzentration (critical micelle concentration) 
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Es ist aus der Literatur bekannt, dass Polyole auf Membranproteine in Lösung eine stabili-
sierende Wirkung haben, obwohl es bis dato keine eindeutige Erklärung für dieses Phäno-
men gibt. Eingesetzt werden für gewöhnlich Konzentrationen von 5 – 50% (v/v) an Glyce-
rol. Hierbei ist zu beachten, dass die Viskosität und die Dichte des Mediums durch die 
Glycerol-Zugabe in erheblichem Maße beeinflusst wird. Weiterhin wird die Verwendung 
von Protease-Inhibitoren im Solubilisierungspuffer empfohlen, um die Protein-Präparation 
vor Proteolyse zu schützen. Eine Kombination von EDTA und EGTA wird häufig einge-
setzt, um die freie Calciumionen- und (evtl. vorhandene) Schwermetallionen-Konzentra-
tion durch Komplexierung zu reduzieren. Zur spezifischen Hemmung der Serin-Proteasen 
eignet sich die Verbindung Phenylmethansulfonylfluorid. Weiterhin finden in der Regel 
auch Leupeptin und Pepstatin A – ebenfalls effektive Protease-Inhibitoren – Anwendung 
im Solubilisierungspuffer302,303.  
 
Unter Berücksichtigung der oben genannten Punkte wird ein Solubilisierungspuffer mit 
folgender Zusammensetzung verwendet: 
50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, NaCl 150 mM, MgCl2 2 mM, Glycerol 10 %, EDTA 1 mMz, 
EGTA 1 mMaa, PMSF 0,1 mMbb, Leupeptin 10 µMcc, Pepstatin A 1 µMdd. 
 
2 mL einer Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation (3,0 mg/mL Protein in einem 50 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4) werden eine Stunde bei 48000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird 
in 2 mL Solubilisierungspuffer (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 
10 % Glycerol, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0,1 mM PMSF, 10 µM Leupeptin, 1 µM 
Pepstatin A) aufgenommen. Parallel dazu wird eine Detergenz-Stammlösung zu 5 % (w/v) 
bzw. 9,785 mM in Solubilisierungspuffer hergestellt. Durch Verdünnung dieser Lösung 
werden drei weitere n-Dodecyl-β-D-maltosid-Lösungen zu 1 % (1,957 mM), 0,5 % 
(980 µM) und 0,25 % (490 µM) erhalten. Die Solubilisierung wird durch das Zugeben von 
je 500 µL Detergenz-Lösung zu jeweils 500 µL Membranpräparation gestartet, sodass in 
den Ansätzen Detergenz-Konzentrationen von 0,125 % bis 2,5 % vorliegen, und anschlie-
ßend wird eine Stunde lang bei ca. 4°C (auf Eis) inkubiert. Die Solubilisate werden für 
eine Stunde bei 48000 g und 4°C zentrifugiert und die Überstände von den Pellets 
getrennt. Von diesen mit n-Dodecyl-β-maltosid gewonnenen Membransolubilisaten 
(0,125 – 2,5 %) werden jeweils die Proteinkonzentrationen bestimmt und anschließend 
werden sie in Radioligand-Bindungsstudien auf die spezifische Bindung von [3H]Uracil 
hin untersucht. Die Bindungsstudien werden unter optimierten Bedingungen (Kap. 2.3) 
durchgeführt, wobei abweichend zum Standardassay eine Proteinkonzentration von 100 µg 
Protein pro Reaktionsansatz eingesetzt wird. Zur Auswertung wird die Gesamtbindung und 
                                                          
z Ethylendiamintetraessigsäure 
aa Ethylenglycol-bis-(2-aminoethyl)-N,N,N´N´-tetraessigsäure 
bb Phenylmethansulfonylfluorid (Trypsin- und Chymotrypsin-Inhibitor; eff. Konz.: 0,1− 1 mM) 
cc reversibler kompetitiver Inhibitor von Serin- und Thiol-Proteasen (Plasmin, Trypsin, Papain, Cathepsin B); 
eff.Konz.: 10 – 100 µM) 
dd Inhibitor von Proteasen  (Pepsin, Renin, Cathepsin D, mikrob. Aspartatprot.); eff. Konz.: 1 µM 
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die unspezifische Bindung mit 100 µM Uracil bestimmt. In Abb. 3.9 sind die Ergebnisse 
der Bindungsstudien mit den Solubilisaten (245-4900 µM β-DDM) dargestellt. 
 
 




























Abb. 3.9: Ermittlung der optimalen n-Dodecyl-β-D-maltosid-(β−DDM)-Konzentration. 
        Die optimale Konzentration liegt bei 490 µM (0,25 %). Über das Optimun hinaus 
nimmt die spezifische Bindung von [3H]Uracil wieder ab. Dargestellt sind die spezi-
fische und die unspezifische der verschiedenen Solubilisate (100 µg pro Reakti-
onsansatz). Die [3H]Uracil-Bindung wurde unter Standardbedingungen (Radio-
ligandkonzentration: 5 nM, Inkubationszeit von 5 Stunden, Inkubationstemperatur: 
37°C) bestimmt. Gezeigt ist ein Einzelexperiment in Doppelbestimmung. 
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Aus Abb. 3.9 ist ersichtlich, dass eine optimale Solubilisierung durch eine n-Dodecyl-β-D-
maltosid-Konzentration von 490 µM (0,25 %), welche dem dreifachen Wert seiner kriti-
schen Mizellarkonzentration (CMC) entspricht, erreicht werden kann. Bei Erhöhung der 
Konzentration des Detergenzes nimmt die spezifische Bindung wieder ab, wobei bei der 
höchsten Konzentration von 2,5 % (4,9 mM) der Wert für die spezifische Bindung auf die 
Hälfte des maximal möglichen Wertes absinkt. Bei einer niedrigen Detergenz-Konzen-
tration von 245 µM ist zwar die spezifische [3H]Uracil-Bindung vergleichsweise hoch, d.h. 
die Bindungsstelle wird durch das Detergenz nicht beeinflusst, jedoch ist auch die Gesamt-
proteinmenge in dem Solubilisat im Vergleich zu den anderen Konzentrationen sehr nied-
rig (Abb. 3.10). In dem Solubilisat mit einer Detergenz-Konzentration von 490 µM ist die 
höchste Proteinmenge zu finden ist. Da bei dieser Konzentration auch gleichzeitig die 
höchste spezifische Bindung pro 100 µg Protein nachgewiesen werden konnte, kann ge-
schlussfolgert werden, dass eine Konzentration von 490 µM an n-Dodecyl-β-D-maltosid 
am besten geeignet ist, das Uracil-bindende Protein zu solubilisieren, ohne die spezifische 
Bindung von [3H]Uracil an die Uracil-Bindungsstellen signifikant zu beeinträchtigen. 
 
In den nach der Solubilisierung mit n-Dodecyl-β-D-maltosid erhaltenen Pellets konnte 
ebenfalls eine, im Vergleich zu den Solubilisaten sogar höhere, spezifische [3H]Uracil-
Bindung nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin, dass keine vollständige Solubilisie-
rung stattgefunden hat. In Abb. 3.11 sind die Werte der spezifischen Bindung für die mit 
n-Dodecyl-β-D-maltosid behandelten Kalbshirn-Striatum-Membranen (Solubilisat und 
Pellet) einerseits und für „unbehandelte“ Kalbshirn-Striatum-Membrane andererseits ver-
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Abb. 3.11: Vergleich der Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation (50 µg Protein) mit dem So-
lubilisat (0,25 % β-DDM; 100 µg Protein) und dem nach der Solubilisierung erhal-
tenen Pellet (100 µg Protein) bezüglich der spezifischen Bindung von [3H]Uracil un-
ter Standardbedingungen. Dargestellt ist ein Einzelexperiment in Doppelbestim-
mung. 
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Wie Abb. 3.11 verdeutlicht, ist die spezifische Bindung sowohl beim Solubilisat als auch 
bei dem Pellet deutlich niedriger als bei der unbehandelten Membranpräparation. Während 
das Solubilisat bei einer Proteinmenge von 100 µg nur eine spezifische Bindung von 
ca. 8000 cpm (Pellet: 12000 cpm) zeigt, weist die unbehandelte Membranpräparation 
schon bei der halben Proteinmenge (50 µg) einen höheren Wert von 13000 cpm auf. Dieser 
hohe Verlust liegt im Falle der Solubilisate vermutlich (zumindest teilweise) darin begrün-
det, dass die solubilisierten Proteine durch die verwendeten Filter nicht vollständig auf-
gehalten werden konnten. Dies erklärt auch, warum die spezifische Bindung bei den Pellets 
höher ist als bei den Solubilisaten. In zukünftigen Experimenten müssen die Filter mit Po-
lyethylenimin (PEI) vorbehandelt werden229. Ein weiterer Grund für die niedrige spezifi-
sche Bindung könnte sein, dass das Uracil-bindende Protein teilweise durch das Detergenz 
denaturiert wird und den Liganden [3H]Uracil nicht mehr bindet. Ein weiteres Problem ist 
der Solubilisierungspuffer, welcher unter anderem 150 mM Natriumchlorid enthält. Wie 
bereits in früheren Experimenten festgestellt wurde (Kap. 2.3.1), hat die Ionenstärke einen 
starken Einfluss auf die [3H]Uracil-Bindung. Vergleicht man die spezifische Bindung von 
[3H]Uracil in Abhängigkeit mit dem verwendeten Inkubationspuffer, so stellt sich her-
aus, dass bei Verwendung des Solubilisierungspuffers die resultierende spezifische Bin-
dung verhältnismäßig niedrig ist. Sie beträgt nur ca. 5 % der spezifischen Bindung mit 


































Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation (50 µg Protein];
Inkubationspuffer: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4
Kalbshirn-Striatum-Membranpräparation (50 µg Protein);
Inkubationspuffer: Solubilisierungspuffer (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4,
NaCl 150 mM, MgCl2 2 mM, Glycerol 10 %, EDTA 1 mM , EGTA 1 mM ,


















Abb. 3.11: Abhängigkeit der [3H]Uracil-Bindung an Kalbshirn-Striatum-Membranpräpara-
tion (50 µg Protein) vom Inkubationspuffer. Das Experiment wurde bei einer Ra-
dioligandkonzentration von 5 nM, einer Inkubationszeit von 5 Stunden und einer 
Inkubationstemperatur von 37°C durchgeführt. Verglichen wurde der Standard-
puffer (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4) mit dem Solubilisierungspuffer (50 mM Tris- Puf-
fer, pH 7,4, NaCl 150 mM, MgCl2 2 mM, Glycerol 10 %, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, 
PMSF 0,1 mM, Leupeptin 10 µM, Pepstatin A 1 µM. 
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Da in den durchgeführten Bindungsstudien nur das Solubilisat bzw. die Proteinsuspension 
des Pellets das Solubilisierungspuffer enthielt, während als Inkubationspuffer Tris-Puffer 
verwendet wurde, betrug die Natriumchlorid-Endkonzentration im Assay nur ca. 15 mM. 
In früheren Experimenten konnte zwar nachgewiesen werden, dass eine Konzentration von 
1 mM keinen Effekt auf die spezifische Bindung zeigt, es stehen allerdings keine Daten 
bezüglich einer Konzentration von 15 mM zu Verfügung. Es ist nicht auszuschliessen, dass 
die Uracil-Bindung auch in dieser Konzentration vermindert wird. In zukünftigen Versu-
chen sollte untersucht werden, ob durch Weglassen des Natriumchlorid-Zusatzes im Solu-
bilisierungspuffer die spezifische Bindung des Solubilisates erhöht werden kann. 
 
 
3.3.4   Zusammenfassung  
 
Als Ergebnis dieser Untersuchungen kann festgehalten werden, dass das Uracil-bindende 
Membranprotein mit dem nichtionischen Detergenz n-Dodecyl-β-D-maltosid solubilisiert 
werden kann, ohne die Fähigkeit zur spezifischen [3H]Uracil-Bindung zu verlieren. Unter 
den vier untersuchten Detergenz-Konzentrationen (245, 490, 980 und 4900 µM) erwies 
sich vorerst eine Konzentration von 490 µM als optimal, während bei höheren Konzentra-
tionen eine Abnahme der spezifischen Bindung zu beobachten ist. Bei dieser Detergenz-
konzentration ist sowohl die solubilisierte Proteinmenge als auch die spezifische [3H]Ura-
cil-Bindung pro 100 µg Protein am höchsten.  
 
Im Vergleich zur unbehandelten Membranpräparation ist die spezifische Bindung des So-
lubilisats jedoch stark vermindert. Mit den vorliegenden Vorversuchen kann keine eindeu-
tige Aussage darüber getroffen werden, ob dies an einer Denaturierung des Proteins liegt 
oder ob es sich um methodische Probleme handelt. Dies muß in zukünftigen Unter-
suchungen weiter untersucht und aufgeklärt werden. 
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3.4 Anreicherung der Uracil-bindenden Proteine mittels 
Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation 
  
Durch die Ultrazentrifugation eines Stoffgemisches auf einem Sucosegradienten lassen 
sich einzelne Moleküle anhand ihrer Dichte und ihrer spezifischen Sedimentationsge-
schwindigkeit voneinander trennen. Moleküle mit hoher Dichte werden dabei durch die 
Gravitationskraft weiter transportiert, als Moleküle mit niedrigerer Dichte. Die Technik der 
Dichtegradientenzentrifugation fand erstmals große Beachtung durch das Experiment von 
Meselson, Stahl und Vinograd, denen es damit gelang, die semikonservative Replikation 
der DNA zu bewiesen304. 
 
Die P2-Ratten-Striatum-Membranpräparation wird auf einen 3-stufigen Sucrosegradienten 
aufgetragen, der aus 1 mL 41 %iger und aus je 1,5 mL 34 %iger und 29 %iger Sucroselö-
sung besteht. Um die verschiedenen Zellbestandteile aufzutrennen, wird der Gradient zwei 
Stunden bei 100000 g in der Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Von den Fraktionen werden je 
60 µL mit 30 µL Probenpuffer gemischt und nach 5minütigem Denaturieren bei 95°C  
werden je 15 µL auf ein 10% Polyacrylamidgel aufgetragen. Weiterhin werden von den 
Fraktionen die Proteinkonzentrationen bestimmt und anschließend in einem Standardassay 




Die Synaptosomen-Fraktion ist nach der Zentrifugation als eine milchig trübe Bande zwi-
schen 1,0 und 1.2 M Sucroselösung zu erkennen. Die anderen beiden Phasen waren nicht 
so klar erkennbar, sodass sie nicht eindeutig von der überstehenden Flüssigkeit abgetrennt 












      
 







1,2 M Sucrose-Lösung   (41,1 % w/v) 
1,0 M Sucrose-Lösung   (34,2 % w/v) 
 






156                                                    Kapitel 3: Vorversuche zur Identifizierung des Uracil-bindenden Proteins 
 
 
Die Ergebnisse der Bindungsstudien mit den Fraktionen des Sucrosegradienten sind in 



















Abb. 3.13: Spezifische [3H]Uracil-Bindung (5 nM) der Fraktionen des Sucrosegradienten aus 
Rattenhirn-Striatum (30 µg Protein pro Ansatz). Der Assay wurde 5 bei 37°C inku-
biert. MP P1 = Rattenhirn-Striatum-Membranpräparation, bei der das P1-Pellet 
nicht abgetrennt wurde.[n=2] 
 
 
Wie aus Abb. 3.13 ersichtlich, konnten in allen Fraktionen spezifische Bindungsstellen für 
[3H]Uracil festgestellt werden. Folglich fand keine Anreicherung des Uracil-bindenden 
Proteins in einer der Fraktionen statt. Möglicherweise war die Zentrifugationsdauer (2 h) 
zu kurz. Es empfiehlt sich daher, in zukünftigen Versuchen den Sucrosegradienten länger 
zu zentrifugieren. Auffallend ist, dass die spezifische Bindung an Rattenhirn-Striatum-P1-
Membranpräparationen vergleichsweise niedrig ist, was darauf zurückzuführen ist, dass 
diese Membranpräparation nicht vom P1-Pellet (Zellkerne, Erythrozyten und Zelltrümmer) 
befreit ist. Die SDS-PAGE der Sucrosegradientenfraktionen zeigt erwartungsgemäß ein 
vielfältiges Bandenmuster und keine erkennbaren Unterschiede zwischen den Fraktio-
nen, außer dass mit zunehmender Sucrose-Konzentration die Konzentration an höhermole-
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Abb. 3.14: 10 % SDS-PAGE der Sucrosegradientenfraktionen mit einer Rattenhirn-
Striatum-Membranpräparation. Nach 2:1-Verdünnung mit Probenpuffer/β-Mercap-
toethanol wurden je 15 µL pro Tasche aufgetragen. Nach der Entwicklung wurde 
das Elektropherogramm mit Coomassie-Bau gefärbt und mit dem Geldoku-
mentations-System bearbeitet.  F: Fraktion, SM: Standard-Marker. 
 
 
Die Ergebnisse dieser Studien verdeutlichen, dass der verwendete Sucrosedichtegradient 
nicht zu einer weiteren Anreicherung der Bindungsstellen geführt hat. Zwar hat die Pro-
teinbestimmung gezeigt, dass in der Fraktion 4 – zwischen 1,0 und 1,2 M Sucroselösung –, 
in der die Synaptosomen angereichert werden sollten, die höchste Gesamtproteinmenge zu 
finden ist, das Screening mit dem Standardassay unter Verwendung von 5 nM [3H]Uracil 
und von 30 µg Protein pro Ansatz belegt jedoch, dass auch die anderen Fraktionen die 
Bindungsstellen enthalten. Die Entfernung des P1-Pellets bewirkt nachweislich eine Anrei-
cherung der Bindungstellen. Die spezifische Bindung pro mg Protein in der P1-Membran-
präparation ist im Vergleich zu allen Fraktionen des Sucrosedichtegradienten signifikant 
niedriger (Abb. 3.13). Eine weitere Bearbeitung der Membranpräparation mit dem hier 
verwendeten Sucrosegradienten bringt jedoch hinsichtlich der Anreicherung der Bindungs-
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4.1 Geschichtliche Entwicklung der „Uridin-Forschung“ 
 
Die Nukleosid-Rezeptoren (P1-Rezeptoren) sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die 
sich in die Subtypen A1, A2A, A2B und A3 unterteilen und Adenosin als physiologischen Li-
ganden haben. Die Gruppe der P2-Rezeptoren (Nucleotid-Rezeptoren) ist wesentlich um-
fangreicher. Die P2-Rezeptoren werden in zwei Unterfamilien (P2X-und P2Y-Rezeptoren) 
unterteilt, wobei es sich bei den P2X-Rezeptoren (P2X1-7) um Ligand-gesteuerte Ionenka-
näle mit ATP als physiologischem Liganden handelt, während die P2Y-Rezeptoren G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren sind, welche von Purin- oder Pyrimidin-Nukleotiden aktiviert 
werden können. 
 
In den letzten Jahren haben sich die Vermutungen erhärtet, dass neben den Adenosin-
Rezeptoren auch spezifische Bindungsstellen für Uridin existieren. Schon 1973 wurde dem 
Uridin von dem Forscher C. L. Roberts ein antikonvulsiver Effekt bei Metrazol- und Peni-
cillin-induzierten epileptischen Anfällen zugeschrieben213. 1983 fanden die Forscher der 
Arbeitsgruppe Komoda et al. heraus, dass Uridin einer der aktiven Komponenten der 
schlaffördernden Substanzen im Hirnstamm von Mäusen ist305. Zwei Jahre später wurde 
der Verbindung N3-Benzyluridin eine hypnotische Wirkung zugesprochen. Nach den 
Ergebnissen der Forscher Yamamoto et al.306 ist N3-Benzyluridin im Gegensatz zu Uridin 
nicht nur schlaffördernd, sondern hat auch selbst hypnotische Wirkung. 1987 wurden die 
Struktur-Wirkungsbeziehungen von Uridin-Derivaten im Hinblick auf ihre hypnotische 
Wirkung untersucht. Dabei kamen die Forscher zu dem Ergebnis, dass die Substitution des 
Wasserstoffatoms am N3-Position des Uridins mit einer Benzyl-analogen Gruppe die hyp-
notische Wirkung der Substanz erhöht, während eine Änderung der Zuckerkomponente des 
Uridins eine Abnahme der Wirkung zur Folge hat307. Daraufhin wurden zahlreiche Uridin-
Derivate) synthetisiert und untersucht. Dabei stieß die Arbeitsgruppe Yamamoto et al. auf 




























Abb. 4.1: Struktur von Uridin (A), N3-Benzyluridin (B) und N3-Phenacyluridin (C) 
 
 
N3-Phenacyluridin stellte sich als die Substanz mit der stärksten ZNS-depressiven Wir-
kung unter den ca. 200 untersuchten Verbindungen heraus. Bei gleicher Dosierung löste 
N3-Phenacyluridin einen 20fach längeren Schlaf aus als N3-Benzyluridin. Die Pentobarbi-
tal-induzierte Schlafdauer war doppelt so lang, bei Diazepam als Schlaf-induzierender 
A B C
Kapitel 4:  Studien am postulierten „Uridin-Rezeptor“                                                                                   161                            
 
Substanz wurde sie um den Faktor 20 verlängert308. In Radioligand-Bindungsstudien mit 
[3H]Uridin ermittelten Kimura et al. für N3-Phenacyluridin einen Ki-Wert von 3,30 nM. 
Die Ergebnisse deuteten auf die Existenz einer Uridin-Bindungsstelle in dem Gewebe 
hin309.   
Im Jahre 1996 wurde festgestellt, dass N3-Phenacyluridin mit der Benzodiazepin-
Bindungsstelle am GABAA-Rezeptor interagiert, wobei eine sehr niedrige Bindungsaffini-
tät mit einem IC50–Wert von 129 µM ermittelt wurde310. Um eine Wirkung über andere 
Rezeptoren auszuschließen, wurde außerdem die Wirkung auf Adenosin- und Serotonin-
Rezeptoren überprüft. N3-Phenacyluridin zeigte hier nur eine sehr geringe bzw. keine Bin-
dungsaffinität. Im Jahre 2000 untersuchte die selbe Arbeitsgruppe die Metabolisierung von 
N3-Phenacyluridin. Folgende Substanzen wurden als Metaboliten identifiziert: N3-α-Hy-
droxy-β-phenethyluridin (Racemat) und in geringem Maße N3-Phenacyluracil. Bei nä-
heren Untersuchungen stellte sich heraus, dass das S-Enantiomer von N3-α-Hydroxy-β-
phenethyluridin (Abb. 4.2) der Hauptmetabolit ist. N3-α-Hydroxy-β-phenethyluridin wur-
de von den Forschern als Racemat synthetisiert und durch Racemattrennung in die beiden 
Enantiomere getrennt. Bei pharmakologischen Untersuchungen zeigte nur das S-Enantio-
mer (N3-(S)-(+)-α-Hydroxy-β-phenethyluridin) hypnotische Wirkung, wobei die anderen 























Kimura et al. synthetisierten den Radioliganden [3H]N3-Phenacyluridin und führten Radio-
ligand-Rezeptor-Bindungsstudien durch. Bei diesen Untersuchungen wurde eine konzent-
rationsabhängige Bindung des Radioliganden an synaptische Membranen (Rinder-
Thalamus) beobachtet. Für das N3-(S)-(+)-α-Hydroxy-β-phenethyluridin wurde ein 
Ki-Wert von 10,2 nM ermittelt, während das R-Enantiomer nur eine sehr geringe Affinität 
von 1,91 µM zeigte257. Diese hohe Stereospezifität hinsichtlich der Bindung an die Bin-
dungsstelle sowie in Bezug auf die Wirkung legte die Vermutung nahe, dass Uridin seine 
Wirkungen (Erhöhung der Spermien-Motilität, Erhöhung des Blutdrucks durch Vaso-
konstriktion, Verminderung der spontanen Aktivität, Schlaf-fördernder Effekt und anti-
konvulsive Wirkung) über einen Rezeptor entfaltet. Deshalb postulierte die Arbeitsgruppe 
Kimura et al. die Existenz eines solchen Uridin-Rezeptors. Den Ergebnissen der Forscher 
zufolge ergibt sich die folgende Rangfolge für das Auftreten von „Uridin-Rezeptoren“: 
Striatum > Thalamus > Hirnrinde > Kleinhirn > Mittelhirn > Medulla Oblongata. 
A B 
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Es wird vermutet, dass Uridin beim Nucleinsäure-Katabolismus freigesetzt wird, die Bin-
dungsstellen in bestimmten Hirnregionen erreicht und auf diesem Wege bei der Regulie-
rung des natürlichen Schlafes mitwirkt. Das vom Rezeptor dissoziierte Uridin wird dann 
möglicherweise bei der Synthese von Nucleinsäuren (Anabolismus) wieder verwendet312. 
 
Die ungarische Arbeitsgruppe Kovacs et al. publizierte 2003 einen Artikel, in der ebenfalls 
von einer spezifischen Bindungsstelle für Uridin berichtet wird. Für [3H]Uridin wurde an 
Ratten-Cortex-Membranpräparationen ein KD-Wert 71 nM und ein Bmax-Wert von 1,37 
pmol/mg Protein ermittelt. In den Studien konnte gezeigt werden, dass Uridin (0,3 µM) die 
intrazelluläre Calcium-Konzentration in Ratten-zerebrokortikal-Homogenaten erhöht. Zu-
dem wurde in [35S]GTPγS-Bindungsstudien eine Erhöhung der [35S]GTPgS-Bindung durch 
Uridin (10 µM) festgestellt. Die Ergebnisse werteten die Autoren als einen Nachweis, dass 






Wie in der Einleitung (Abschnitt. 4.1) bereits beschrieben, wurde von zwei verschiedenen 
Arbeitsgruppen ein Membran-Rezeptor postuliert, an dem das Nukleosid Uridin der phy-
siologische Ligand sein soll. Kimura et al.257 führten sowohl Bindungsstudien mit 
[3H]Uridin als auch mit [3H]Phenacyluridin durch. Sie sind bis dato die einzige Arbeits-
gruppe, die der Verbindung N3-Phenacyluridin eine hohe Affinität zu der Uridin-
Bindungsstelle zugeschrieben und Studien mit [3H]N3-Phenacyluridin durchgeführt haben 
(1995). Die zweite Arbeitsgruppe Kovacs et al. beschreiben in ihrer Veröffentlichung  
(2003) nur Studien mit [3H]Uridin258.  
Im Rahmen dieser Arbeit soll untersucht werden, ob neben den Adenosin-Rezeptoren auch 
für das Nukleosid Uridin spezifische Bindungsstellen existieren und  inwieweit sie mit der 
von uns identifizierten Uracil-Bindungsstelle in Zusammenhang stehen.  
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4.3 Bindungsstudien mit [3H]N3-Phenacyluridin und                 
 [3H]Uridin 
 
Bei den bisherigen Untersuchungen zu Struktur-Wirkungsbeziehungen hatte sich N3-Phen-
acyluridin als der wirksamste Agonist erwiesen (siehe Kapitel 4.1). Deshalb war es nahe-
liegend, N3-Phenacyluridin radioaktiv zu markieren, um einen Radioligand-Bindungsassay 
zur Testung von anderen Verbindungen aufbauen zu können. 
Die Verbindung N3-Phenacyluridin wurde von Herrn Dr. Till Schumacher aus dem Ar-
beitskreis von Frau Prof. Christa E. Müller im Rahmen seiner Doktorarbeit syntheti-
siert313. Die radioaktive Markierung wurde als Auftragssynthese von Nycomed Amersham 

































Pd 5% / BaSO4 / T2
EtOAc + Triethylamin
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Tab. 4.1: Aufstellung der Versuchsparameter der in der Literatur beschriebenen Bindungs-
studien mit [3H]Uridin bzw. [3H]Phenacyluridin  
 Versuchsbedingungen der japanischen 
Arbeitsgruppe 
  
Kimura et al (1995)309 Kimura et al. (2001)257  
Versuchsbedingun-
gen der ungarischen 
Arbeitsgruppe 
Kovacs et al. 
(2003)258 
  Protein Rinder-Thalamus-





(~1mg / Ansatz) 
Radioligand [3H]Uridin 20 nM [
3H]N3-Phenacyluridin 
1 nM [
3H]Uridin 10 nM  





(15000 g für 5 min.) 
Zentrifugation   
(15000 g für 5 min.) 
Zentrifugation  
(18865 g für 3 min.)  
unspezifische 
Bindung Uridin 100 µM 
N3-Phenacyluridin 
100 µM Uridin 100 µM 
Puffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,4 Tris-HCl, pH 7,4 
20 mM HEPES, 
pH 7,5, 145 mM 
NaCl, 5 mM KCl, 
1,3 mM CaCl2, 1 mM 
MgCl2, 10 mM Glu-
cose  
Zusätze Dipyridamol 100 µM, EDTA 1 mM 
Dipyridamol 100 µM, 
EDTA 1 mM 10 % SDS 
Inkubations-
dauer -und  
-Temperatur 
5 min. bei 4°C 5 min. bei 4°C 60 min. bei 5°C 
Ki-Werte♦  
 N3-Phenacyl- 
uridin: 3,30 nM 
 N3-Phenacyl- 
thymidin: 811 nM 
 N3-Phenacyldesoxy- 
uridin: 325 nM 
 N3-Phenacyl-6-aza- 
uridin: > 6600 nM 
 N3-Phenacylarabino-
furanosyluracil: 360 nM 
 N3-Phenacyl- 
uridin: 0,65 nM 
 N3-α-Hydroxy-β-
phenethyluridin (Race-
mat): 397 nM 
 N3-(R)-(-)-α-Hydroxy-
β-phenethyluridin (Ra-
cemat): 1900 nM 
 N3-(S)-(+)-α-Hydroxy-
β-phenethyluridin (Ra-
cemat): 10,2 nM 





 Adenosin:  
IC50=350 nM 
♦ 
wenn nicht anderes angegeben ist   
RL = Radioligand 
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4.3.1 Filtrationsassays mit [3H]N3-Phenacyluridin 
 
Die Filtrationsassays mit [3H]N3-Phenacyluridin wurden in einem Reaktionsansatz von 
1 mL Gesamtvolumen mit 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 als Inkubationspuffer durchgeführt. 
Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wurde Phenacyluridin in einer Konzentration 
von 100 µM – gelöst in Dimethylsulfoxid (DMSO) – eingesetzt, wobei die DMSO-Kon-
zentration im Assay 2,5 % betrug. Die Bindungsassays wurden teils mit dem Harvester 
(Brandell M24) und teils mit dem Millipore-Filtertopf (12 Filtereinheiten) filtriert. Zur 
Auswertung wurden die Gesamtbindung und die unspezifische Bindung bestimmt und die 
spezifische Bindung aus der Differenz berechnet. 
 
In einem ersten Vorversuch wurde [3H]Phenacyluridin in einer Konzentration von 1 nM 
eingesetzt. Die Inkubationsdauer betrug in Anlehnung an die Versuchsbedingungen von 
Kimura et al. 5 Minuten bei 5°C (Eiswasser). Der Assay wurde in 50 mM Tris-Puf-
fer, pH 7,4  in An- und Abwesenheit von Zusätzen (Dipyridamol 100 µM, EDTA 1 mM, 













































































Abb. 4.3: Ergebnisse des Vorversuches mit 1 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Stria-
tum-Membranpräparationen (140 µg). Der Assay wurde 5 min. bei 5°C (Eiswas-
ser) inkubiert und mit dem Harvester (GF/B-Filter) filtriert. ADA: Adenosindes-
aminase. Dargestellt ist ein Vorversuch in Dreifachbestimmung.  
 
 
Wie Abb. 4.3 zeigt, konnte in diesem ersten Vorversuch keine signifikante spezifische 
Bindung festgestellt werden. Die unspezifische Bindung ist mit ca. 50 cpm sehr nied-
rig, wobei die Zusätze keinen Einfluss auf die Bindung haben. Als nächstes wurden ver-
schiedene native Gewebe (Rattenhirn-Striatum-Membranpräparationen, Rattenhirn-Cortex-
Membranpräparationen und Membranpräparationen von dem gesamten Rattenhirn) unter-
sucht (Abb. 4.4). 








































Abb. 4.4: Ergebnisse des Vorversuches mit 1 nM [3H]Phenacyluridin an verschiedenen 
Rattenhirn-Geweben (je 140 µg Protein) unter Zusatz von 100 µM Dipyridamol, 
und 1 mM EDTA. Es wurde 5 min. bei 5°C (Eiswasser) inkubiert und mit dem Mil-




Auch in diesem Experiment zeigte sich bei einer Radioligandkonzentration von 1 nM bei 
keinem der untersuchten Rattenhirn-Membranpräparationen eine signifikante spezifische 
Bindung. Die unspezifische Bindung fiel im Vergleich zu dem ersten Versuch höher 
(ca. 300 cpm) aus. Dies kann damit begründet werden, dass bei diesem Experiment zur 
Trennung des gebundenen vom freien Radioliganden anstelle des Harvesters der Absaug-
topf verwendet wurde. Diese Methode eignet sich gut für kleine Ansätze (Vorversuche), da 
jeder Ansatz einzeln filtriert und damit eine unnötige Filter-Verschwendung vermieden 
werden kann, hat allerdings die Nachteile, dass die unspezifische Bindung im Vergleich 
zum Harvester höher ist und dass sich innerhalb eines Versuches größere Abweichungen 
ergeben. 
 
In einer weiteren Bindungsstudie wurden die Inkubationsbedingungen dahingehend geän-







































Abb. 4.5: Ergebnisse des Vorversuches mit 1 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Stria-
tum-Membranpräparationen (70 µg Protein). Der Assay wurde 1 Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert und mit dem Harvester (GF/B-Filter) filtriert. Dargestellt 
ist ein Vorversuch in Doppelbestimmung.  
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Aus Abb. 4.5 wird ersichtlich, dass die Erhöhung der Inkubationszeit und der -temperatur 
hinsichtlich der spezifischen Bindung zu keinem Erfolg geführt hat. Die unspezifische 
Bindung (~ 50 cpm) entspricht in etwa der Gesamtbindung, sodass keine spezifische Bin-
dung festgestellt werden kann.  
 
Da in allen drei Vorversuchen mit 1 nM [3H]Phenacyluridin keine spezifische Bindungs-
stelle detektiert werden konnte, war es naheliegend, die Radioligandkonzentration zu erhö-
hen. In Abb. 4.6 sind die Ergebnisse der Experimente mit 5 nM [3H]Phenacyluridin bei un-






























Abb. 4.6: Ergebnisse des Vorversuches mit 5 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Stria-
tum-Membranpräparationen (140 µg Protein) unter Zusatz von 100 µM Dipyrida-
mol, 1 mM EDTA und 3 µl ADA pro 1 mL Proteinsuspension. Die Ansätze wurden 
mit dem Millipore-Filtertopf (GF/B-Rundfilter) filtriert. Dargestellt ist ein Vorversuch 
in Doppelbestimmung.  
 
 
Wie Abb. 4.6 verdeutlicht, zeigt sich auch bei einer 5fach höheren Radioligand-Konzentra-
tion keine spezifische Bindung für [3H]Phenacyluridin. Die Gesamtbindung ist zwar erwar-
tungsgemäß höher (ca. 2000 cpm), entspricht aber genau der unspezifischen Bindung.  
 
Zwei weitere Experimente, in denen eine hohe Proteinmenge (200 bzw. 800 µg) eingesetzt 
und vergleichsweise lange (1 Stunde bzw. 2 Stunden bei Raumtemperatur) inkubiert wur-



































Abb. 4.7: Ergebnisse des Vorversuches mit 5 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Stria-
tum-Membranpräparation (200 µg Protein). Es wurde 2 Stunden bei Raumtem-
peratur inkubiert und mit dem Harvester (GF/B-Filter) filtriert. Dargestellt ist ein 






























Abb. 4.8: Ergebnisse des Vorversuches mit 5 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Stria-
tum-Membranpräparation (800 µg Protein). Es wurde 1 Stunde bei Raumtempe-
ratur inkubiert und mit dem Harvester (GF/B-Filter) filtriert. Dargestellt ist ein Vor-
versuch in Dreifachbestimmung.  
 
 
Da die bisherigen Bindungsstudien mit [3H]Phenacyluridin im Gegensatz zu der japani-
schen Arbeitsgruppe nur mit Rattenhirn-Membranpräparationen durchgeführt wurden, 
wurde in Erwägung gezogen, eine Membranpräparation aus Kalbs-Thalamus in Anlehnung 
an den Artikel von Zukin et al.314 (Experimenteller Teil, Kap. 7.3.1) herzustellen, um die 
Assaybedingungen von Kimura et al. genau einhalten zu können. Abb. 4.9 zeigt die Er-
gebnisse dieses Experimentes.  



































Abb. 4.9: Ergebnisse der Bindungsstudien mit 5 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Thala-
mus-Membranpräparation (50 µg). Es wurde 5 min. bei 5°C (Eiswasser) inkubiert 
und mit dem Harvester (GF/C-Filter) filtriert. 
 
 
In der Kalbshirn-Thalamus-Membranpräparation konnten keine spezifischen Bindungsstel-
len für [3H]Phenacyluridin identifiziert werden. Die unspezifische Bindung, welche mit der 
Gesamtbindung gleichzusetzen war, betrug sowohl in An- als auch in Abwesenheit von 
Dipyridamol und EDTA ca. 100 cpm.  
 
Da die Vorversuche 5 nM keine ausreichend hohe Gesamtbindung lieferte, wurde ein Vor-
versuch an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (Experimenteller Teil, Kap. 7.3.2) 
durchgeführt, bei dem u.a. eine Radioligandkonzentration von 15 nM eingesetzt wur-
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Abb. 4.11: Ergebnisse der Bindungsstudien mit 2 nM bzw. 15 nM [3H]Phenacyluridin an 
Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (300, 500 bzw. 1000 µg Protein) bei ei-
ner Inkubationszeit von 60 min. bei 5°C (Eiswasser). In Klammern ist die spezifi-
sche Bindung in Prozent angegeben. 
 
 
Wie aus Abb. 4.11 ersichtlich wird, zeigte sich auch bei diesem Versuch keine eindeutige 
spezifische Bindung. Zwar ergab sich bei einer sehr hohen Proteinkonzentration von 
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1000 µg (15 nM [3H]Phenacyluridin) eine geringfügige spezifische Bindung von 11 %, die 





Da in den bisher in der Literatur beschriebenen Radioligandbindungsstudien an "Uridin-
Rezeptoren" nicht mit der von uns angewandten Filtrations-Technik, sondern mit dem Zen-
trifugationsverfahren zur Abtrennung von gebundenen und ungebundenem Radioliganden 
gearbeitet worden war, wurden in Anlehnung an die Literatur ebenfalls Zentrifugationsas-
says mit [3H]Phenacyluridin durchgeführt. Es wurden Membranpräparationen von Kalbs-
hirn-Striatum-Gewebe (Experimenteller Teil, Kap. 7.3.2) sowie von Rattenhirn-Cortex 






































Abb. 4.8: Zentrifugationsassays mit 5 nM [3H]Phenacyluridin an Rattenhirn-Cortex bzw. 
Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen (je 800 µg). Inkubationsbedingungen: 
1 Stunde bei 5°C (Eiswasser) in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, [n=2]. 
 
 
Bei den Zentrifugationsassays mit 5 nM [3H]Phenacyluridin konnte weder an Kalbshirn-
Striatum-Membranpräparationen noch an Rattenhirn-Cortex-Membranpräparationen eine 
signifikante spezifische Bindung festgestellt werden. Die unspezifische Bindung ist bei 
beiden Membranpräparationen sehr hoch, wobei das Rattenhirn-Cortex-Gewebe einen hö-
heren cpm-Wert aufweist als das Kalbshirn-Striatum-Gewebe (6000 vs. 9000 cpm). 
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Desweiteren wurden in möglichst detailgetreuer Anlehnung an den Artikel von Kovacs et 
al.258 Zentrifugations-Assays mit [3H]Uridin an Rattenhirn-Cortex-Membranpräparationen 
(Experimenteller Teil, Kap. 7.3.5) durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.9 abge-



























Abb. 4.9: Zentrifugationsassays mit [3H]Uridin (10 nM) an Rattenhirn-Cortex-Membran-
präparationen (950 µg) in Anlehnung an Kovacs et al.258. Inkubationsbedingun-
gen: 1 Stunde bei 5°C (Eiswasser) in 20 mM HEPES, pH 7,5, 145 mM NaCl, 5 mM 
KCl, 1,3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM Glucose. In Klammern ist die spezifische 
Bindung in Prozent angegeben. [n=2]. 
 
 
Die Zentrifugationsassays mit [3H]Uridin zeigen eine geringe spezifische Bindung von 
13 % für [3H]Uridin, die allerdings aufgrund der hohen Abweichungen statistisch nicht 
signifikant ist. 
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4.3.3    Filtrationsassays mit [3H]Uridin 
 
Da die Zentrifugationsassays mit [3H]Uridin eine, wenn auch geringfügige, spezifische 
Bindung zeigten, war es naheliegend, auch Filtrationsassays mit [3H]Uridin durchzuführen. 
Diese Experimente wurden freundlicherweise von Frau Svenja Lacher aus dem Arbeits-
kreis von Frau Prof. Dr. C. E. Müller durchgeführt. 
  
Mit [3H]Uridin als Radioligand konnte in einer Konzentration von 50 nM eine eindeutige 
spezifische Bindung ermittelt werden. In homologen Kompetitionsexperimenten ergab sich 
für Uridin ein IC50-Wert von 307 nM (Abb. 4.7).  
 
 



























Abb. 4.7: Hemmung der [3H]Uridin-Bindung (50 nM) an Rattenhirn-Striatum-Membranen 
(100 µg) durch Uridin. Inkubationsbedingungen: 1,5 Stunden Inkubation bei 
Raumtemperatur in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 10 mM MgCl2. Als Ergebnis wurde 
ein IC50-Wert von 307 nM ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei 
voneinander unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung. 
 
 
Die Bindung von N3-Phenacyluridin versus [3H]Uridin zeigt einen monophasischen Kur-
venverlauf mit einem IC50-Wert von 196 µM (Abb. 4.8). 
 

























Abb. 4.8: Hemmung der [3H]Uridin-Bindung (50 nM) an Rattenhirn-Striatum-Membranen 
(100 µg) durch Phenacyluridin. Inkubationsbedingungen: 1,5 Stunden Inkubation 
bei Raumtemperatur in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 10 mM MgCl2. Als Ergebnis 
wurde ein IC50-Wert von 196 µM ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM 
von drei voneinander unabhängigen Experimenten in Dreifachbestimmung. 
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Interessanterweise zeigt Uracil einen biphasischen Kurvenverlauf (Abb. 4.9). Der Wert des 










IC501 = 2,93 ±  4,00 nM






















Abb. 4.9: Hemmung der [3H]Uridin-Bindung (50 nM) an Rattenhirn-Striatum-Membra-
nen (100 µg) durch Uracil. Inkubationsbedingungen: 1,5 Stunden Inkubation bei 
Raumtemperatur in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 10 mM MgCl2. Als Ergebnis wurde 
ein IC501-Wert von 2,93 nM und ein IC502-Wert von 16,1 µM ermittelt. Dargestellt 




Die biphasische Kurve von Uracil ist ein Hinweis darauf, dass [3H]Uridin (in der einge-
setzten Konzentration von 50 nM) an zwei Bindungsstellen bindet. Möglicherweise wird 
[3H]Uridin während der Inkubationszeit (1,5 Stunden bei Raumtemperatur) enzymatisch 
zumindest teilweise zu [3H]Uracil abgebaut, welcher an die Uracil-Bindungsstelle bin-
det. Die Bindung an die Uracil-Bindungsstelle wird von kaltem Uracil mit einem sehr 
niedrigen IC50-Wert von 3 nM von der Bindungsstelle verdrängt. Dieser Wert ist mit dem 
für [3H]Uracil an Ratten-Striatum-Membranpräparationen ermittelten KD1-Wert (0,65 nM) 
in guter Übereinstimmung. Dagegen wird der Radioligand durch kaltes Uracil von der 
zweiten Bindungsstelle mit einem IC50-Wert von 16 µM verdrängt. Ein weiterer Punkt, 
welcher auf eine Spaltung von [3H]Uridin hindeutet, ist der, dass kaltes Uridin in 
Kompetitionsexperimenten versus [3H]Uracil ebenfalls einen statistisch signifikanten 
biphasischen Kurvenverlauf zeigt, wobei sich ein IC501-Wert von 92 nM und ein IC502-
Wert von 21 µM ergibt (Kapitel 2.3). Aus diesem Ergebnis kann zudem geschlussfolgert 
werden, dass auch Uridin selbst – mit einer niedrigen, im mikromolaren Bereich 
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4.4  Zusammenfassung und Ausblick  
 
Es wurden sowohl Filtrations- als auch Zentrifugationsassays mit [3H]Phenacyluridin 
(1-15 nM) an Membranpräparationen von Rattenhirn-Cortex und -Striatum sowie Kalbs-
hirn-Thalamus und -Striatum durchgeführt, wobei Proteinmengen von 50-1000 µg einge-
setzt wurden. Desweiteren wurde in den Vorversuchen die Inkubationsdauer und -tempera-
tur variiert (5, 15, 30, 60 min. bei 5°C und 15, 60, 120 min. bei Raumtemperatur). In die-
sen Versuchen konnte keine statistisch signifikante spezifische Bindung [3H]Phenacyluri-
din festgestellt werden.  
 
In Filtrationsassays mit [3H]Uridin dagegen konnten spezifische Bindungsstellen nachge-
wiesen werden. In ersten Kompetitionsexperimenten mit [3H]Uridin in einer Konzentration 
von 50 nM konnte der Radioligand durch Phenacyluridin nur in sehr hohen Konzentratio-
nen mit einem IC50-Wert von 196 µM von der Bindungsstelle verdrängt werden. Dieses 
Ergebnis erklärt, warum mit [3H]Phenacyluridin in Konzentrationen von 1-15 nM keine 
spezifische Bindung detektiert werden konnte. Das Ergebnis der japanischen Arbeitsgrup-
pe Kimura et al., wonach Phenacyluridin einen Ki-Wert von 0,65 nM besitzt, kann damit 
nicht bestätigt werden. 
Zu diesem Zeitpunkt ist nocht nicht vollständig geklärt, ob die von [3H]Uridin markierte 
Bindungsstelle dem in der Literatur postulierten „Uridin-Rezeptor“ entspricht oder ob es 
sich hierbei um das von uns identifizierte Uracil-bindende Protein (Kapitel 2) handelt. Ge-
gen die zweite Vermutung spricht, dass Uridin in den Kompetitionsexperimenten mit 
[3H]Uridin eine höhere Bindungsaffinität zeigt als Uracil. Die Ergebnisse deuten eher dar-
auf hin, dass [3H]Uridin in der eingesetzten Konzentration von 50 nM zwei verschiedene 
Bindungsstellen – sowohl die Uracil-Bindungsstelle als auch die Uridin-Bindungsstelle – 
markiert. Diese Vermutung wird desweiteren dadurch bestätigt, dass Uracil in Kompetiti-
onsexperimenten versus [3H]Uridin einen biphasischen Kurvenverlauf zeigt, wobei der ers-
te IC50-Wert von 3 nM vermuten läßt, dass es sich hierbei um die Uracil-Bindungsstelle 
handelt.  
Die mangelnde metabolische Stabilität von [3H]Uridin während der Inkubation scheint 
ebenfalls eine wichtige Rolle zu spielen. Möglicherweise wird das [3H]Uridin während der 
Inkubationszeit (zumindest teilweise) enzymatisch durch eine Phosphorylase zu [3H]Uracil 
abgebaut, welches wiederum an die Uracil-Bindungsstelle bindet. Einen Hinweis darauf 
geben die Kompetitionexperimente mit [3H]Uracil an Kalbshirn-Striatum-Membranpräpa-
rationen, in denen Uridin einen biphasischen Kurvenverlauf aufweist. Aufgrund der niedri-
gen Radioligandkonzentration von 5 nM kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass 
[3H]Uracil an weitere niedriger affine Bindungsstellen bindet. Zudem konnte in unabhän-
gigen Sättigungsexperimenten in Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen eine homo-
gene Population von hochaffinen Bindungsstellen für Uracil nachgewiesen werden. Somit 
deutet die biphasische Verdrängung durch Uridin auf eine enzymatische Spaltung zu Ura-
cil hin. Es laufen bereits LC/MS-Untersuchungen zur Klärung der enzymatischen Spaltung 
von Uridin. 
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► Zusammenfassend ist festzuhalten, dass vermutlich neben der Uracil-Bindungsstelle 
auch spezifische Bindungsstellen für Uridin existieren. Es scheint auch erwiesen, dass die 
beiden Verbindungen jeweils an der anderen Bindungsstelle mit einer viel niedrigeren Af-
finität binden. Die Ergebnisse der japanischen Arbeitsgruppe Kimura et al. bezüglich der 
Affinität von Phenacyluridin zur Uridin-Bindungsstelle können nicht bestätigt wer-
den. Sowohl Vorversuche mit [3H]Phenacyluridin als auch Bindungsstudien mit [3H]Uridin 
belegen eindeutig, dass das Phenacyl-Derivat keine im niedrigen nanomolaren Konzentra-
tionsbereich liegende Affinität zur Uridin-Bindungsstelle besitzt. Die Ursache für diese 
Diskrepanz ist bis dato unklar. 
Weitere Experimente, u.a. die Untersuchung der enzymatischen Spaltung von Uridin, müs-
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Zellen und Zellmembranpräparationen enthalten Uridin bzw. Uracil, welches durch Zentri-
fugation möglicherweise nur teilweise entfernt werden kann. Diese physiologischen Pyri-
midin-Derivate können Radioligand-Bindungsstudien und funktionelle Assays zur Charak-
terisierung von Pyrimidin-Rezeptoren möglicherweise stören. Zur quantitativen, biochemi-
schen „Entfernung“ von Uridin sollte sich das Enzym Uridin-Cytidin-Kinase eignen.  
 
 
5.1.1 Eigenschaften der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Die Uridin-Cytidin-Kinase (EC 2.7.1.48) – erstmalig 1957 von Canellakis beschrie-
ben315 – gehört zur Enzymklasse der Phosphotransferasen. Sie ist das geschwindigkeitsbe-
stimmende Enzym in dem Pyrimidin-Salvage-Stoffwechselweg und katalysiert in Anwe-
senheit von ATP und Magnesium-Ionen die Umsetzung von Uridin und Cytidin zu den 
entsprechenden Monophosphaten (Abb. 5.1). ATP ist der effektivste Phosphat-Donor, wo-
bei dUTP, dGTP und dATP ebenfalls gute Phosphat-Donoren darstellen. ITP, GTP, dCTP, 






























B = Uracil bzw.Cytosin
 
 
Abb. 5.1: Bildung von UMP bzw. CMP durch Uridin-Cytidin-Kinase 
 
 
Die Nukleosidmonophosphate werden nachfolgend durch die Nukleosidmonophosphat-
Kinase und die Nukleosid-Diphosphat-Kinase weiter zu den Nukleosidtriphosphaten phos-
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Abb. 5.2: Enzymatische Phosphorylierungskaskade vom Nukleosidmonophosphat zum Nu-
kleosidtriphosphat        
 
 
Die UCK-Famile besteht aus den zwei Mitgliedern UCK1 und UCK2, welche beide in vie-
len Tumoren exprimiert werden. Die cDNA der humanen UCK1 und UCK2 konnte 2001 
kloniert werden316,317. Das UCK1-Gen kodiert für ein Protein aus 277 Aminosäuren mit 
einem Molekulargewicht von 31 kDa. Das UCK2-Gen kodiert für ein Protein aus 261 
Aminosäuren (29 kDa). Obwohl UCK1 und UCK2 ca. 70 % Sequenzhomologie aufwei-
sen, ist die genaue physiologische Rolle von UCK1 noch unklar, während die UCK2 für 
die meisten Phosphorylierungen von Uridin und Cytidin in Zellen verantwortlich gemacht 
wird. Interessanterweise haben die Studien von Rompay et al. ergeben, dass die mRNA der 
UCK2 unter den untersuchten Geweben (Leber, Niere, Herz, Skelettmuskulatur, Gehirn, 
Plazenta, Milz und Darm) nur in der Plazenta exprimiert wird. Im Gegensatz dazu konnte 
für die mRNA der UCK1 eine ubiquitäre Expression festgestellt werden. Bei der in älteren 
Studien untersuchten UCK, nachgewiesen unter anderem in Ratten-Leber1, Kalbs-
Thymus318, Ehrlich-Ascites-Tumor319, Novikoff-Ascites-Ratten-Tumor320 und einer huma-
nen lymphoblastischen Leukämie-Zelllinie321, scheint es nach heutigem Stand in erster 
Linie um die UCK1 zu handeln317.  Die ermittelte Enzymaktivität war in Geweben, die 
einer raschen Zellerneuerung unterliegen (Thymus, Milz, Darm und vor allem in neoplasti-
schen Zellen), sehr viel höher als in anderen Geweben322.  
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Suzuki et al. gelang es 2003, die humane UCK2 zu kristallisieren. Sowohl die freie UCK2 
als auch UCK2-Komplexe mit diversen Liganden wurden in sechs Kristallformen kristal-
lisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Ligand-freie Form eine Tetramer-Einheit bildet 
und die anderen Kristalle (UCK2-Komplexe) zwei UCK2-Moleküle pro Assymetrie-
Einheit enthalten323,324 (Abb. 5.3). Parallel dazu konnten auch Appleby et. al. die UCK2 
kristallisieren und eine Kristallstruktur ermitteln, die mit der zuvor von Suzuki et al. veröf-










Abb. 5.3: Kristallstruktur der humanen UCK2324 
 (A) Kristallstruktur des humanen UCK2-Monomers (in Komplex mit CMP und  
      ADP). Faltblatt-Strukturen (grün) sind als Pfeile und Helices (blau) als Spiralen    
      dargestellt.  
 (B) Kristallstruktur des Ligand-freien UCK2-Tetramers. 
 (C) Kristallstruktur des CMP-ADP-gebundenen UCK2-Tetramers. 
 (D) Kristallstruktur des CTP-gebundenen UCK2-Tetramers. 
  
B                                                 C                                          D 
Frei                                             CMP-ADP                          CTP                           
A 
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Nach Suzuki et al. kann UCK als Mitglied der Nukleosidmonophosphat-(NMP)-Kinase-
Familie (Abb. 5.4) klassifiziert werden, da sie eine Sequenzhomologie zu verschiedenen 
Kinasen der NMP-Kinase-Familie aufweist. Das UCK-Monomer besitzt ebeno wie die 
NMP-Kinasen eine klassische α,β-Mononukleotid-Bindungstasche324. Die NMP-Kinase-
Familie kann funktionell in die beiden Gruppen „Nukleinsäure-Kinasen“ und „Nicht-Nuk-
leinsäure-Kinasen“ unterteilt werden. In die zweite Gruppe fallen die sogenannten „OH-
Kinasen“ wie die Schikimat-Kinase (EC 2.7.1.71), die Glukuronat-Kinase (EC 2.7.1.43) 
und die Phosphoribulokinase (EC 2.7.1.19), welche Hydroxylgruppen von Nicht-Nuklein-
säure-Substraten phosphorylieren. Die „Nukleinsäure-Kinasen“ können weiter in NMP-Ki-
nasen und Nukleosid-Kinasen unterteilt werden. Nukleosidmonophosphat-Kinasen 
(NmpK) katalysieren den reversiblen Transfer einer Phosphatgruppe von einem Donor-
Nukleotid (i.d.R. ATP) auf ein Akzeptor-Nukleosidmonophosphat (NMP), wobei ADP und 
ein Nukleosiddiphosphat (NDP) gebildet werden. Während die Spezifität gegenüber dem 
Phosphatdonor gering ist, ist die Spezifität gegenüber dem Akzeptor-NMP sehr hoch, so-
dass die NMP-Kinasen in Adenylatkinase (AmpK, EC 2.7.4.3), Thymidylatkinase 
(TmpK, EC 2.7.4.9), Guanylat-Kinase (GmpK, EC 2.7.4.8) und Uridylat/Cytidylat-Kinase 
(UMP/CMP-Kinase, UmpK, EC 2.7.4.14) unterteilt werden326,327,328. UCK unterscheidet 
sich in zwei Punkten von den anderen Kinasen aus der NMP-Kinasen-Familie. Sie besitzt 
eine hohe Spezifiziät für den Zucker-Rest der Substrate. Während die meisten NMP-
Kinasen und Desoxyribonukleosid-Kinasen nicht streng zwischen der Ribose und der 
2´-Desoxyribose unterscheiden, phosphoryliert UCK nur Pyrimidin-Ribonukleoside und 
nie 2´-Desoxyribonukleoside. Der zweite Unterschied ist der, dass UCK als Homotetramer 
vorkommt und – vergleichbar mit der Desoxyribonukleosid-Kinase – einer sogenannten 
„Feedback-Regulierung“ unterliegt. NMP-Kinasen hingegen fungieren immer als Mono-
mer und unterliegen keiner „Feedback-Regulierung“. Die Adenosin-Kinase (AK, 
EC 2.7.1.20), welche als Monomer vorkommt (Molekulargewicht: 38-56 kDa) zeigt weder 





         






              
 
Abb. 5.4:  Nukleosidmonophosphat- (NMP)-Kinase-Familie324 
Nukleosidmonophosphat (NMP)-Kinase-Familie
(konservierte α/β-Mononukleotid-Bindungsstelle) 
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Die Regulierung der UCK2 erfolgt durch UTP und CTP. Diese Nukleotide binden als 
sog. „Bisubstrat-Analoge“ sowohl an die Phosphat-Donor- als auch an die Akzeptor-Bin-
dungsstelle und führen zu einer kompetitiven Hemmung des Enzyms („Feedback-
Regulierung“). Frühere Vermutungen, dass die Bindung von CTP und UTP als „Feedback-
Inhibitoren“ zu einer Dissoziation des Tetramers in Monomere führt329,330,331,332 und dass 
ATP das Tetramer stabilisiert, konnten kürzlich von Suzuki et al. widerlegt werden. Es 
wurde gezeigt, dass UCK2 in Lösung als Tetramer vorliegt, unabhängig davon, ob CTP ge-
bunden ist oder nicht, wobei jedoch die Tetramer-Struktur der CTP- und UTP-gebundenen 
UCK2 „deformiert“ ist324. 
 
 
5.1.2 Biologische Relevanz 
 
Die Uridin-Cytidin-Kinaseee spielt für die Entwicklung von neuen Arzneimitteln aus zwei-
erlei Gründen eine wichtige Rolle. Zum einen wird durch die UCK die intrazelluläre Um-
wandlung vieler Pyrimidin-Nukleosid-Analoga zu zytotoxischen oder antiviral wirkenden 
Nukleotiden katalysiert, womit eine Aktivierung von Prodrugs stattfindet. Da Nukleotide 
nicht so leicht die Zellmembran passieren können, ist eine direkte Verabreichung ineffek-
tiv. Zum zweiten spielt dieses Enzym, wie bereits erwähnt, eine Schlüsselrolle in dem Py-
rimidin-Salvage-Stoffwechselweg. In Tumorzellen ist die Enzymaktivität signifikant er-
höht, sodass eine Inhibierung des Enzyms eine wichtige Rolle in der Krebstherapie spielen 
könnte. Die UCK kann eine zentrale Rolle bei der Bereitstellung von Pyrimidin-
Nukleotiden spielen, insbesondere wenn die Pyrimidin-de-novo-Biosynthese durch Zytos-
tatika gehemmt ist. Inhibitoren des Enzyms wären aus diesem Grund insbesondere in 
Kombination mit Inhibitoren der Pyrimidin-Biosynthese von großem Interesse. 
Somit stellt die Uridin-Cytidin-Kinase eine wichtige Zielstruktur zur Entwicklung von Pro-
drugs für die Antitumor-und Virustatika-Therapie dar, wobei sowohl Substrate als auch In-
hibitoren dieses Enzyms von Bedeutung sind. 
 
 
5.1.3 Substrate der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Die UCK katalysiert die Phosphorylierung von diversen interessanten zytotoxischen Ribo-
nukleosid-Analogen wie z.B. 5-Fluoruridin317,333 und 1-(2,3-Dihydroxy-4-hydroxymethyl-
4-cyclopenten-1-yl)cytosin334,335,336 (Abb. 5.5), welche für ihre pharmakologische Aktivität 
eine Phosphorylierung benötigen. Sind diese Nukleotide einmal phosphoryliert, interferie-
ren sie mit wichtigen zellulären Prozessen wie der DNA oder RNA-Synthese oder sie in-
hibieren Enzyme, welche in die Nukleotid-Synthese involviert sind. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die zytotoxische Aktivität der beiden vielversprechenden multifunktionellen 
Nukleosid-Antimetaboliten 1-(3´-Ethinyl-β-D-ribopentofuranosyl)cytosin (E-
Cyd, TAS 106)  und 1-(3´-Ethinyl-β-D-ribopentofuranosyl)uridin (EUrd) (Abb. 5.5) 
                                                          
ee wenn nichts anderes angegeben ist, sind beide Enzyme (UCK1 und UCK2) gemeint 
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vorwiegend von der ersten Phosphorylierung durch die Uridin-Cytidin-Kinase ab-
hängt. Diese beiden Nukleosid-Antimetaboliten sind potente Inhibitoren der DNA-
Polymerase und zeigen in Xenocraft-Modellen sehr gute Antitumoraktivität gegen ver-
schiedene solide Tumoren. In TAS 106-und EUrd-resistenten Zellen konnte eine Herunter-
regulierung der UCK festgestellt werden. Es wird angenommen, dass die intrazelluläre 
Phosphorylierung bei der Resistenzentwicklung von Krebszellen gegenüber TAS-106 oder 
EUrd beteiligt ist. In neueren Studien wurde gezeigt, dass UCK2 und nicht UCK1 in hu-
manen Krebs-Zellen exprimiert wird und dass die Expression von UCK2 mit der Sensitivi-
tät der humanen Krebszellen gegenüber TAS-106 korreliert337,338,339, 340,341.  
Desweiteren sind auch die folgenden Verbindungen Substrate der Uridin-Cytidin-Kinase): 
5-Fluorcytidin, 6-Azauridin (antiviraler Effekt), 3-Desazauridin (zytostatisch wirksam), 
5-Hydroxyuridin (inhibiert bakterielles und virales Wachstum, zytostatisch wirksam), 
5-Azacytidin (zytostatisch wirksam), 6-Azacytidin (zytostatisch wirksam), 4-Thiouridin, 
2-Thiocytidin und N4-Acetylcytidin317,342,343,344. Die Substrate sind in Abb. 5.5 abgebil-
det. Die UCK hat eine hohe Spezifizität für die 2´Hydroxy-Gruppe des Pyrimidin-Ribo-
nukleosides, sodass 2´-Desoxyribonukleoside nicht als Substrate der Uridin-Cytidin-
Kinase akzeptiert werden. Desweiteren sind auch Purinribonukleoside keine Substrate der 
UCK317.  
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Abb. 5.5: Substrate der Uridin-Cytidin-Kinase 
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5.1.4 Inhibitoren der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Neben den bereits erwähnten „Feedback-Inhibitoren“ UTP und CTP wurden die 
Verbindungen 5-Azacytidin-5'-triphosphat (5-Aza-CTP)345, 5´-Azido-5´-desoxycytidin, 5´-
Azido-5´-desoxyuridin, 5´-Amino-5´-desoxy-6-azauridin, 5´-O-Nitrouridin und 5´-O-
Nitro-5´-fluoruridin als Inhibitoren der UCK identifiziert346,347. Weiterhin erwiesen sich 
einige carbocyclische Derivate (1-(2,3-Dihydroxy-4-hydroxymethyl-4-cyclopenten-1-yl) 
cytosin bzw. -uracil-Analoga) als effektive kompetitive Inhibitoren der UCK und des 




























































Abb. 5.6: Inhibitoren der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
 
Für die UCK-Inhibitoren wurden folgende Struktur-Wirkungsbeziehungen ermittelt: Eine 
Substitution an der 5´-Position der Ribose, insbesondere wenn der Substituent groß ist, er-
niedrigt die Effizienz der Inhibitoren der Uridin-Cytidin-Kinase. Eine Substitution an der 
5-Position des Pyrimidin-Ringes führt zu niedrigeren Affinitäten der Inhibitoren. Die Sub-
stitution von Halogenen an die 2´-oder 3´-Position von Uridin führt ebenfalls zu niedrige-
ren Affinitäten für die Uridin-Cytidin-Kinase. In Abb. 5.7 sind die Struktur-Wirkungs-
beziehungen zusammenfassend dargestellt. 


























Abb. 5.7: Struktur-Wirkungsbeziehungen der Inhibitoren der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
 
Weiterhin wurde festgestellt, dass die Inhibierung der Uridin-Cytidin-Kinase an dem ge-
fäßerweiternden Effekt von Minoxidil (Abb. 5.8) in der Ratte beteiligt ist349. Macdonald et 
al. konnten mit Hilfe von in-vivo-Experimenten zeigen, dass der aktive Metabolit von Mi-
noxil die Uridin-Cytidin-Kinase in Ratten-Leber inhibiert. Daneben konnte festgestellt 
werden, dass es bei Hochdruck-Patienten nach Behandlung mit Minoxidil zu einer Erhö-
hung der Uridin-Plasma-Konzentration kommt. Die Inhibition der Uridin-Cytidin-Kinase 
führt zu einer Hemmung der UMP- und folglich zu einer Blockade der Uracil-Nukleotid-
Bildung. Da den Uracil-Nukleotiden eine vasokonstriktive Wirkung zugeschrieben wird, 


















Minoxidil                                       Minoxidilsulfat (aktiver Metabolit) 
 
Abb. 5.8: Minoxidil und Bioaktivierung155 
 
 
Daneben konnten Najarian und Traut zeigen, dass die Dihydropyridin-Derivate (Calcium-
antagonisten) Nifedipin und Nimodipin kompetitiv mit vergleichsweise niedrigen Ki-Wer-
ten von 28 µM bzw. 20 µM die Uridin-Cytidin-Kinase hemmen350.  
Substituenten – insbesondere große – 
erniedrigen die Effizienz der Inhibi-
toren  
5-Substitution führt zur 
Affinitätsverringerung 
der Inhibitoren  
Substitution von Halogenen 
erniedrigt die Affinität zur 
UCK 
Substitution von Halogenen 
geht mit einem Affinitäts-
verlust einher  
Substitution des Sauerstoff-
atoms durch ein Kohlen-
stoffatom (carbocyclische 
Derivate) führt zu effekti-
ven kompetitiven Inhibito-
ren der UCK  
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5.2    Aufgabenstellung 
 
Ziel dieses Teilprojektes war es, das Enzym Uridin-Cytidin-Kinase aus Kalbs-Thymus zu 
isolieren und mit Hilfe chromatographischer Methoden aufzureinigen. Nach der Auf-
reinigung sollte das Enzym bezüglich der Enzymaktivität untersucht und charakterisiert 
werden. Dazu sollte ein neuer Radioassay etabliert werden, welcher zur Bestimmung der 
Michaelis-Menten-Konstante Km sowie des Vmax-Wertes herangezogen werden kann. Das 
Enzym sollte als Zielstruktur zur Identifizierung von neuen Substraten und Inhibitoren 
dienen. Im Zuge der Uridin-Forschung waren von Herrn Dr. Till Schumacher aus dem 
Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. C. E. Müller bereits verschiedene Uridin-Derivate synthe-
tisiert worden, welche in zukünftigen Testungen an der Uridin-Cytidin-Kinase untersucht 
werden sollten. Darüber hinaus würde das Enzym es erlauben, physiologisches Uridin 
z.B. aus Membranpräparationen enzymatisch zu „entfernen“, um eventuelle Störungen 
durch das physiologische Nukleosid zu verhindern.  
 




5.3 Reinigung des Enzyms Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Die Enzymisolierung wurde in Anlehnung an den Artikel von Lee et. al.318 durchgeführt, 
wobei bei der Aufreinigung mit Hilfe der Säulenchromatographie die Vorgehensweise mo-
difiziert wurde. Die Proteinbestimmung des isolierten Enzyms erfolgte nach der Methode 
von Lowry351,352. Nach der Isolierung wurde zur Entsalzung sowie zur Aufkonzentrierung 
der Probe die Methode der Ultrafiltration angewandt. Für die Aufreinigung der isolierten 
Uridin-Cytidin-Kinase kam die Säulenchromatographie (FPLC) zum Einsatz, wobei die 
folgende, zwei Schritte beinhaltende, Aufreinigungsstrategie entwickelt wurde: Trennung 
mit Ionenaustauschchromatographie als erster Reinigungsschritt und anschließende Tren-
nung der Probe durch Gelchromatographie (Größenausschlußchromatographie) als zweiter 
Schritt. Zur Analyse der Proteine in der Enzymlösung sowie zur Überprüfung der Effekti-
vität der einzelnen Verfahren (Ionenaustauschchromatographie, Gelchromatographie) wur-
de als Validierungsschritt die Gelelektrophorese – diskontinuierliche Zonenelektrophorese 
in ihrer Variante der Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach Laemmli353 herangezogen. 
 
Als Ausgangsmaterial wurden ca. 700 g (Nassgewicht) Kalbs-Thymus (Schlachthof, Köln) 
eingesetzt. Nach der Ultrafiltration wurde das Volumen auf 10 mL eingestellt und die En-
zymlösung auf die Ionenaustauscher-Säule gebracht.  
Die detaillierten Ergebnisse für die einzelnen Schritte sind im Anschluss an diesen Ab-
schnitt dargestellt. Der Verlauf der Reinigung ist in folgender Übersicht zusammengefasst: 
 
Tab. 5.1: Aufreinigungsschritte zur Isolierung der Uridin-Cytidin-Kinase 
Reinigungsschritt  
1. Isolierung der UCK aus Kalbs-Thymus 
2. Aufkonzentrierung durch Ultrafiltration 
3. Anionenaustauschchromatographie mit DEAE-Cellulose  
4. Aktivitätsbestimmung und Vereinigen der aktiven Frakti-
onen 
5. Aufkonzentrierung durch Ultrafiltration 
6. Gelchromatographie mit Superose 12 HR 10/30-Säule 
7. Aktivitätsbestimmung und Vereinigen der aktiven Frakti-
onen 
8. Aufkonzentrierung durch Ultrafiltration 
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5.4 Anionenaustausch-Chromatographie  
 
Die Ionenaustausch-Chromatographie basiert auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-
schen Ionen entgegengesetzter Ladung, von denen eine Ionenart kovalent an eine Matrix 
gebunden vorliegt. Bei einer Anionenaustauschchromatographie besteht die Trägermatrix 
aus positiv geladenen Gruppen (z.B. Diethyaminoethyl-Resten, DEAE). Diese Gruppen 
liegen über einen weiten pH-Bereich protoniert und damit positiv geladen vor. Das negativ 
geladene Gegenion ist häufig Chlorid. Unter Austausch dieses Gegenions kann ein negativ 
geladenes Molekül an die Matrix gebunden werden. Die Trennung von Proteinen erfolgt 
aufgrund ihrer unterschiedlichen Nettoladungen, die durch unterschiedliche Anteile von 
Aminosäuren mit positiv (Lysin, Arginin, Histidin) und negativ geladenen Seitenketten 
(Asparaginsäure, Glutaminsäure) bedingt sind. 
In der Theorie gibt es zwei generelle Methoden zur Elution der Proteine. Diese sind  
(a) Änderung des pH-Wertes, was zur Ladungsänderung des Proteins und im Idealfall zur 
Schwächung der Bindung führt, und 
(b) eine Steigerung der Ionenstärke, wodurch die Konkurrenz um Bindungsplätze erhöht 
und damit elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Protein und Säulenmaterial ge-






Für die Säulenchromatographie wurde ein GradiFracTM System der Firma Amersham 
Pharmacia Biotech (später Amersham Biosciences) verwendet. 
 
Gelmaterial: DEAE-Cellulose  
Säule:  XK26/16-Säule, selbst gepackt 
Puffer A: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol 
Puffer B: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol,  
       20 % Glycerol, 1,0 M KCl  
 
Auf die zuvor mit Puffer A äquilibrierte Säule wurde die mit der Ultrafiltration auf 10 mL 
aufkonzentrierte Enzymlösung aufgetragen und mit einer Flußrate von 0,5 mL/min mit ei-
nem linearen Gradienten von 0 bis 1 M KCl eluiert. Es wurden Fraktionen mit einem Vo-
lumen von 4 ml gesammelt. Die Abb. 5.9 zeigt den Verlauf der Enzymaktivität in den ein-
zelnen Fraktionen nach der Chromatographie über DEAE-Cellulose.  
































Abb. 5.9: Anionenaustauschchromatographie über DEAE-Cellulose. Dargestellt sind der Ver-
lauf der Enzymaktivität in den einzelnen Fraktionen und die Absorption der Frak-
tionen bei 280 nm. 
 
 
Es konnten fünf Peaks mit einer Enzymaktivität isoliert werden. Die Maxima dieser Peaks 
lagen bei einer Konzentration von etwa 130 mM, 170 mM, 180 mM, 210 mM und 270 mM 
KCl im Elutionspuffer (Abb. 5.10). 
 
































Abb. 5.10: Verlauf der Enzymaktivität bei Elution über eine DEAE-Cellulose-Säule mit einem 
Gradienten von 0-1M KCl bei 4°C. Äquilibrierungspuffer: 50 mM Tris-Puffer, pH 
7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol and 20 % Glycerol. 
 
 
Die Fraktionen mit Enzymaktivität aus der Reinigung mit DEAE-Cellulose wurden vereint 
(29,1 mL) und durch Ultrafiltration mit einer Ultracel-10-Membran (Amicon®Ultra, Milli-
pore) auf  etwa 2,5 mL aufkonzentriert. Ein Aliqout wurde für die Proteinbestimmung auf-









Die Gelchromatographie ist ein chromatographisches Verfahren, welches eine Trennung 
gelöster Substanzen nach ihrer Molekülgröße ermöglicht. Als stationäre Phase dient hier-
bei ein poröses Material, welches in eine Glassäule gefüllt wird. Dabei handelt es sich um 
kleine Perlen aus hydrophilen Polysacchariden (Dextran, Agarose) oder Polyacryla-
mid, deren Kettenstruktur zu einem dreidimensionalen Netzwerk verflochten ist. Das ver-
wendete Material (Trägermaterial) und sein Vernetzungsgrad definiert die Porengröße der 
stationären Phase (Gelmatrix). Durch die Porengröße wiederum wird bestimmt, ob ein Mo-
lekül einer bestimmten Größe in das Gel diffundieren kann. Molekülen, die zu groß 
sind, um in die Poren eindiffundieren zu können, steht nur das Volumen zwischen den 
Gelpartikeln zur Verfügung, sie werden praktisch ausgeschlossen. Sie werden von der mo-
bilen Phase (Pufferstrom) schnellmöglich durch die Säule transportiert. Kleine Moleküle 
können in die Gelporen eindringen, wodurch ihre Wanderungsgeschwindigkeit in der Säu-
le vermindert wird. Dabei gilt: Je kleiner ein Molekül ist, desto geringer ist seine Wan-
derungsgeschwindigkeit in der Säule. Die Auftrennung erfolgt damit nach Molekülgröße. 
 
Die mittels der Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigte und mittels Ultrafiltrati-
on aufkonzentrierte Enzymlösung (siehe Abschnitt 5.4) wurde auf eine Superose 12 HR 
10/30-Säule (Amersham Biosciences) gegeben, welche vorher mit 50 mM Tris-Puffer, pH 
7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol equilibriert wurde und bei einer Flußrate 
von 30 mL pro Stunde eluiert. Es wurden Fraktionen mit einem Volumen von 7,5 mL ge-
sammelt. In Abb. 5.11, A ist der Verlauf der Enzymaktivität bei Elution einer Superose 12 
HR-Säule dargestellt. 
 










































Abb. 5.11: A: Gelchromatographie über Superose 12 HR. Dargestellt sind der Verlauf der Ge-
samtproteinkonzentration, Absorption und Enzymaktivität in den einzelnen Fraktio-
nen.  
 B: 12 % SDS-Gel mit Fraktionen nach Reinigung an Superose 12 HR. Nach 1:2-
Verdünnung mit dem Probenpuffer wurden je 10 µL pro Tasche aufgetragen,     
SM: Standard-Marker. 
 C: Eichgerade für die 12%-ige SDS-PAGE (Mobilität versus Molekulargewicht)   
 
 
Der Enzym-Peak erscheint relativ früh (Fraktion 5-7). Dies lässt sich dadurch erklären, 
dass das Enzym in Lösung als ein Homotetramer (siehe Abschnitt 5.1) vorliegt und damit 
ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa aufweist. Da die verwendete Säule einen Moleku-
largewichtsbereich von 1 bis 300 Kilodalton besitzt, wird das Tetramer recht schnell aus 
der Säule eluiert. Auf dem SDS-PAGE-Gel (Abb. 5.11, B) sind jeweils zwei Banden zu 
erkennen, deren Intensität mit der gefundenen Enzymaktivität sehr gut korreliert. Da zwi-
schen dem Rf-Wert und dem Logarithmus des Molekulargewichtes ein linearer Zusam-
menhang besteht, kann mit Hilfe der Eichgeraden (Abb. 5.11, C) das unbekannte Moleku-
largewicht der beiden Banden bestimmt werden. Aus der Eichgeraden lässt sich für die 
Proteinbanden ein Molekulargewicht von 37 bzw. 44 kDa ermitteln. Unter den denaturie-
renden Bedingungen der SDS-PAGE wird das Tetramer zerstört, sodass auf dem Gel die 
Monomere zu erkennen sind. Die Banden können den beiden Mitgliedern der UCK-
Familie, UCK1 (44 kDa) und UCK2 (37 kDa) zugeordnet werden. Rompay et al. ermit-
telten für die humane UCK1 ein Molekulargewicht von 31 kDa und für die humane UCK2 
ein Molekulargewicht von 29 kDa317. Damit stimmen die Molekulargewichte der aus 
Kalbs-Thymus isolierten Enzyme UCK1 und UCK2 relativ gut mit den für die humanen 
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Enzyme ermittelten Werten überein. Rompay et al. konnten unter den untersuchten Hu-
man-Geweben (Skelettmuskulatur, Herz, Niere, Leber, Milz, Gehirn, Darm) nur im Plazen-
ta eine Expression der UCK2 feststellen, während für UCK1 ein ubiquitäres Expres-
sionsmuster nachgewiesen wurde317. Interessanterweise scheinen in Kalbs-Thymus beide 
Enzyme der UCK-Familie exprimiert zu werden. Zudem ist Proteinbande von UCK2 ver-
gleichsweise stärker ausgeprägt als die von UCK1, was auf eine höhere Expression der 
UCK2 hindeutet. 
 
Die Fraktionen 5-7 wurden vereint (9 mL) und mit einer Amicon-Filtereinheit auf 3,5 mL 
aufkonzentriert. Für diese aufgereinigte Enzymlösung wurde eine Proteinkonzentration 
von 8,0 mg/mL ermittelt. 
 
 
5.6 Aktivitätsbestimmung mittels Radioassay 
 
Zum Nachweis der Enzymaktivität wurde ein neuer, sensitiver, für die Uridin-Cytidin-
Kinase noch nicht beschriebener Radioaktiv-Assay etabliert, welcher im Vergleich zu den 
in der Literatur beschriebenen Methoden viel einfacher in der Handhabung ist und litera-
turkonforme Ergebnisse liefert. 
Bei diesem Assay wird als Substrat radioaktiv markiertes Uridin ([3H]Uridin) eingesetzt 
und das entstandene [3H]UMP mit Lanthanchlorid (LaCl3) gefällt. Bei dieser Fällungsreak-
tion wird nur das Nukleotid ([3H]UMP) präzipitiert, wobei das tritiierte Nukleosid in Lö-
sung bleibt. Anschließend wird das Präzipitat durch Abfiltrieren mit dem Harvester von 
dem Nukleosid getrennt und im Counter vermessen. Mithilfe der so erhaltenen Messwerte 
kann der Umsatz an UMP in fmol pro Zeit pro mg Protein errechnet werden. Dieser neu 
etablierte Assay konnte zur Enzymcharakterisierung herangezogen werden.  
 
 
5.6.1 Steady-State-Phase  
 
Zur Bestimmung der Steady-State-Phase der Uridin-Cytidin-Kinase wurde der Assay bei 
37°C, konstantem pH-Wert von 7,5 [50 mM Tris-Puffer, 10 µM [3H]Uridin (spezifische 
Aktivität = 300 mCi/mmol), 2 mM ATP, 2,5 mM MgCl2, 10 mM Mercaptoethanol] und 
variablen Inkubationszeiten durchgeführt. Es wurden je 10 µL Uridin-Cytidin-Kinase 
(80 µg Protein) eingesetzt. Mit Kinetikstudien konnte gezeigt werden, dass die Steady-
State Phase zwischen 0 und 60 Minuten liegt (Abb. 5.12).  
 
 

























Abb. 5.12: Linearität der Produktumsetzung mit der Zeit. Die Steady-State Phase liegt zwi-
schen 0 und 60 Minuten. 
 
 
5.6.2    Enzymkinetik der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Zur Bestimmung der Kinetik für die Uridin-Cytidin-Kinase wurde der Assay bei 37°C, 
konstantem pH-Wert von 7,5 (50 mM Tris-Puffer, 2 mM ATP, 2,5 mM MgCl2, 10 mM 
Mercaptoethanol), konstanter Enzymmenge (20 µg Protein) und variablen Substratkon-
zentrationen (0-100 µM [3H]Uridin [spezifische Aktivität = 300 mCi/mmol]) durchge-
führt.  
 
Nach Michaelis & Menten (1913)354 ist die Geschwindigkeit v einer Reaktion definiert 
durch Gleichung 5.1. 
                         
                                      [S] 
                v = Vmax                                  
                                 [S] + Km                
                                                
 
Gl. 5.1: Michaelis-Menten-Gleichung41 
 
 
Dieses vereinfachte Modell erklärt die charakteristische hyperbolische Abhängigkeit der 
Enzymaktivität von der Substratkonzentration und liefert Größen, mit der die Wirksamkeit 
des Enzyms quantitativ charakterisiert werden kann. Die Michaelis-Menten-Konstante Km 
einer Reaktion bezeichnet die Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit 
v die Hälfte der Maximalgeschwindigkeit Vmax annimmt. Eine hohe Affinität des Enzyms 
zum Substrat führt zu einem niedrigen Km-Wert und umgekehrt. Die doppelt reziproke 
Form der Gleichung 5.1 (Gl. 5.2) beschreibt die lineare Funktion in Abb. 5.13, B. In der 
v            = Reaktionsgeschwindigkeit 
Vmax        = Maximale Geschwindigkeit 
S            = Substratkonzentration  
Km         = Substratkonzentration, bei der v die Hälfte   
                 des Maximalwertes V erreicht  





grafischen Darstellung des Lineweaver-Burk-Diagramms erfolgt die Auftragung der rezi-
proken Umsatzgeschwindigkeit 1/v gegen die reziproke Substratkonzentration 1/[S]. Dabei 
entsteht eine Gerade mit der Steigung KM/Vmax, die die Abszisse bei 1/KM (Maximalge-
schwindigkeit Vmax) schneidet.  
 
                                                       [S] + km 
                     =                                    
                            Vmax  · [S]          
                                 km                                     [S]                     km               1            1 
                     =                         +                         =                ·           + 
                            Vmax · [S]              Vmax · [S]              Vmax       [S]         Vmax     
                     
Gl. 5.2: Doppelt reziproke Regression nach Lineweaver-Burk355   
 
 
In Abb. 5.13, A ist die Michaelis-Menten-Kinetik mit [3H]Uridin als Substrat dargestellt. 
 




















Abb. 5.13: Bestimmung der Enzymkinetik der Uridin-Cytidin-Kinase mittels Radioassay bei 
konstantem 37°C und pH 7,5. 
 A: Darstellung der Reaktionsgeschwindigkeit v als Funktion der Substratkonzentra-
tion Die Substratkonzentration bei halbmaximaler Reaktionsgeschwindigkeit ent-
spricht der Michaelis-Konstanten. Als Ergebnis wurde ein Km-Wert von 21,8 µM 
und ein Vmax-Wert von 529 fmol/min/mg Protein ermittelt. 
 B: Lineweaver-Burk-Diagramm, Doppeltreziproke Darstellung der Enzymkinetik  
B 
A 























Für die aus Kalbs-Thymus aufgereinigte Uridin-Cytidin-Kinase konnte eine Michaelis-
Menten-Konstante von 21,8 µM und ein Vmax-Wert von 529 fmol/min/mg Protein ermit-
telt werden.  
Die in der Literatur beschriebenen Km-Werte für die Uridin-Cytidin-Kinase (mit Uridin als 
Substrat) schwanken zwischen 40 µM und 11,5 mM317, 321, 331, 356, 357, 358, 359. In Tab. 5.2 
sind die Km-Werte aus der Literatur zusammengefasst. 
 
Tab. 5.2: Km-Werte für Uridin zur Uridin-Cytidin-Kinase360 
Km-Wert 
[µM] Organismus Kommentar Literaturstelle 
50 Mensch pH 7,6, 37°C, rekombinante UCK2  Van Rompay et al.317 
140 Mensch - Drake et al.321 
268 Mensch pH 7,6, 37°C, rekombinante UCK1 Van Rompay et al 317 
500 Mensch pH 7,6, 37°C, Ovarialkarzinom  Shen et al.358 
11500 Mensch pH 7,6, 37°C, normale Ovarien Shen et al.358 
50 Kallb Thymus, pH 7,5, 37°C Lee et al.318 
40 Maus pH 8,0, 22°C Payne et al.331 
48 Maus pH 7,4, 37°C Sköld359 
150 Maus pH 7,5, 25°C Anderson
361, Liacouras 
et al.359 
230 Maus - Ahmed et al.362 
2100 Maus pH 7,5, 25°C, Cosubstrat Cytidin Liacouras et al.359 
52 Ratte 37°C, adulte Leber  Fulchignoni-Lataud 363 
270 Ratte 37°C Orengo et al.357 
400 Ratte 37°C, foetale Leber  Fulchignoni-Lataud 363 
800 Ratte pH 7,6, 37°C, normale Leber Shen et al.358 
5000 Ratte pH 7,6, 37°C, Hepatoma -Zellen Shen et al.358 
210 Bacillus st.♦ - Orengo et al.357 
210 Bacillus st.♦ pH 7,5, 10°C Orengo et al.364 
640 Bacillus st.♦ - Orengo et al.357 
640 Bacillus st.♦ pH 7,5, 37°C Orengo et al.364 
1600 Bacillus st.♦ - Orengo et al.357 
1600 Bacillus st.♦ pH 7,5, 60°C Orengo et al.364 
350 E. coli pH 7,8, 37°C Valentin-Hansen365 
♦ Bacillus stearothermophilus gehört zu einer Gattung stäbchenförmiger, in Mehrzahl beweglicher Bakterien 
mit derzeit 48 Arten (ÆBazillen (Bacillus, lateinisch für "Stäbchen"). Dieser ausgesprochen thermophile Or-
ganismus hat ein Wachstumsoptimum bei 50 - 65°C.  
 
 
Wie die Tab. 5.2 zeigt, schwanken die publizierten Km-Werte auch innerhalb eines Orga-
nismus erheblich. Diese hohe Diskrepanz scheint aus heutiger Sicht – nachdem von Van 
Rompay et al. die Existenz von zwei Mitgliedern der humanen UCK-Familie nachgewie-
sen wurde – in der unterschiedlichen (teilweise Gewebe-spezifischen) Expression der bei-
den Enzyme UCK1 und UCK2 begründet zu sein. Bei der Isolierung des Enzyms aus nati-
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vem Gewebe wurde vermutlich zum größten Teil eine Mischung aus den beiden Enzymen 
erhalten, sodass je nach Gewebe und „Mischverhältnis“ die Km-Werte variierten. 
Die in dieser Arbeit ermittelte Michaelis-Konstante von 21 µM stimmt mit dem Wert, 
den Lee et al. für die ebenfalls aus Kalbs-Thymus isolierte Uridin-Cytidin-Kinase erhielten 
(50 µM), relativ gut überein. Im Vergleich zu den von Van Rompay et al. ermittelten Km-
Werten von 268 µM für die rekombinante humane Uridin-Cytidin-Kinase 1 und 50 µM für 
die rekombinante humane Uridin-Cytidin-Kinase 2, entspricht die ermittelte Michaelis-
Konstante offensichtlich dem Wert der UCK2. Dies bestätigt die Ergebnisse der SDS-
PAGE, wonach in der Enzymlösung die UCK2 eine höhere Konzentration aufweist.    
 
 
5.7     Zusammenfassung 
 
Das Enzym Uridin-Cytidin-Kinase wurde aus Kalbs-Thymus isoliert und mittels der Io-
nenaustausch-Chromatographie (DEAE-Cellulose) und der Gelchromatographie (Superose 
12 HR) aufgereinigt. Zur Charakterisierung des Enzyms wurde ein neuer Radioassay etab-
liert und zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante herangezogen. Im Vergleich zu 
den in der Literatur beschriebenen Methoden ist dieser neu etablierte Radioassay viel ein-
facher in der Handhabung und liefert literaturkonforme Ergebnisse. 
 
Das aus Kalbs-Thymus-Gewebe isolierte Enzym bestand aus einer Mischung von Uridin-
Cytidin-Kinase 1 und Uridin-Cytidin-Kinase 2. Mittels der SDS-PAGE konnte für UCK1 
ein Molekulargewicht von ~ 44 kDa und für UCK2 ein Molekulargewicht von ~ 37 kDa 
ermittelt werden. Diese Werte sind mit denen der humanen Enzyme (29 bzw. 31 kDa) in 
guter Übereinstimmung. Die elektrophoretischen Untersuchungen deuten darauf hin, dass 
die UCK2 in der Enzymlösung konzentrationsmäßig überwiegt. Als Ergebnis der Kinetik-
Studien wurde ein Km-Wert von 22 µM ermittelt, welcher relativ gut mit dem von Lee et 
al. ermittelten Wert (50 µM, aus Kalbs-Thymus) übereinstimmt.  
 
► Als Ergebnis ist festzuhalten, dass in Kalbs-Thymus beide Enzyme der UCK-Familie –
UCK1 (~44kDa) und UCK2 (~37 kDa) – exprimiert werden, wobei die UCK2 den Ergeb-
nissen der SDS-PAGE und der Enzymkinetik zufolge eine höhere Expression aufweist als 
die UCK1. 
Die erfolgreich aus Kalbs-Thymus-Gewebe isolierte Uridin-Cytidin-Kinase kann damit für 
zukünftige Testungen verwendet werden und als wichtige Zielstruktur zur Identifizierung 
von neuen Inhibitoren und Substraten dienen. Desweiteren kann das Enzym zur quantitati-
ven, biochemischen „Entfernung“ von physiologischem Uridin aus Membranpräparationen 
verwendet werden, um eventuelle Störungen von pharmakologischen Studien (Radioli-
gand-Bindungsstudin, funktionelle Assays) zu verhindern.  
 














Zusammenfassung und Ausblick 




Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Teil-Projekte bearbeitet, wobei es um die 
Fragestellung ging, ob neben den bekannten Adenosin- und Adenin-Rezeptoren auch Uri-
din- und Uracil-Rezeptoren existieren. In der Literatur werden für die Pyrimidine Uridin 
und Uracil verschiedene pharmakologische Wirkungen (u.a. ZNS-depressive Wirkung) be-
schrieben, wobei der jeweilige Wirkmechanismus bis dato weitgehend ungekärt ist. Für 
Uridin wurde bereits von der Arbeitsgruppe Kimura et al. ein Uridin-Rezeptor postuliert, 
während für Uracil in der Literatur noch keine Untersuchungen darüber existieren.  
 
Die drei Teil-Projekte führten im Wesentlichen zu der Erkenntnis, dass sowohl für die 
Nukleobase Uracil als auch für das Nukleosid Uridin spezifische hochaffine membranstän-
dige Bindungsstellen existieren. Die Charakterisierung der hiermit erstmals beschriebenen 
Uracil-Bindungsstelle bildete dabei den Schwerpunkt der Arbeit. Im folgenden werden die 
wichtigsten Ergebnisse der Projekte zusammenfassend dargestellt. 
 
Im ersten Teil-Projekt wurde die Nukleobase Uracil näher untersucht. In Radioligand-
Bindungsstudien mit [3H]Uracil wurden in verschiedenen Membranpräparationen spezifi-
sche Bindungsstellen identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass Uracil-bindende Pro-
teine sowohl in nativen Kalbshirn-Geweben (Striatum, Thalamus) als auch in nativen Ge-
weben der Ratte (Striatum, Cortex) und des Menschen (Striatum, Cortex, Thalamus) in ho-
her Dichte exprimiert werden.  
► Sättigungsexperimente an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen ergaben für 
[3H]Uracil eine einzige hochaffine Bindungsstelle mit einem KD-Wert von 5,00 nM und 
einem sehr hohen Bmax-Wert von 24,3 pmol/mg Protein. Sättigungsexperimente an Hu-
manhirn-Membranpräparationen ergaben ähnliche Resultate. Die KD-Werte betrugen 
5,07 nM für das Humanhirn-Striatum-, 4,49 nM für das -Cortex- und 2,19 nM für das 
-Thalamus-Gewebe. Die Bmax-Werte lagen zwischen 17,0 bis 21,8 pmol/mg Protein und 
waren damit ähnlich hoch wie bei dem Kalbshirn-Striatum-Gewebe.  Im Gegensatz zu 
Kalbshirn- und Humanhirn-Membranpräparationen konnten in Rattenhirn-Striatum-Mem-
branpräparationen zwei verschiedene Bindungsstellen für [3H]Uracil detektiert werden, 
wobei die erste einen KD-Wert von 0,61 nM (Bmax = 2,43 pmol/mg Protein) und die zweite 
einen KD-Wert von 48,6 nM (Bmax = 21,9 pmol/mg Protein) aufwies. Desweiteren konnte 
die Existenz eines Uracil-bindenden Proteins in verschiedenen humanen Zelllinien 
(HEK293-Zellen, Jurkat T-Zellen und 1321N1-Astrozytom-Zellen) sowie in Zelllinien von 
Nagetieren (NG108-15-Zellen, C6-Gliom-Zellen, CHO-Zellen und McA-RH7777-Zellen) 
nachgewiesen werden. Diesen Ergebnissen zufolge existieren die Uracil-Bindungsstellen 
nicht nur im Gehirn, sondern auch in peripheren Geweben (Ovariale Zellen, Nierenzel-
len, geringere Expression in Leberzellen). Sättigungsexperimente an Membranpräparatio-
nen von NG108-15-Zellen (Maus-Neuroblastom x Ratten-Gliomzellen-Hybrid-Zellen) er-
gaben einen KD-Wert von 5,47 nM und einen Bmax-Wert  von 6,3 pmol/mg Protein. 
 
 




► In Kinetikexperimenten an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen konnte nachge-
wiesen werden, dass die [3H]Uracil-Bindung reversibel ist, wobei eine sehr langsame As-
soziation (t1/2 = 72 Minuten; 5 nM, 37°C) und eine noch langsamere Dissoziation beobach-
tet werden konnte.  
► Natriumionen (100 mM) führten zu einer starken Abnahme der spezifischen Bindung, 
während GTP keinen Effekt auf die [3H]Uracil-Bindung ausübte. 
► Nach Etablierung eines Bindungsassays mit [3H]Uracil als Radioligand wurden in 
Kompetitionsexperimenten an Kalbshirn-Striatum-Membranpräparationen anhand von 45 
größtenteils monosubstituierten Uracil-Derivaten und 44 weiteren, zumeist strukturell ver-




























5-Fluoruracil (12), stellte sich als das potenteste Derivat mit einem Ki-Wert von 8,12 nM 
heraus. Mit zunehmender Atomgröße des Substituenten konnte eine Abnahme der Affinität 
der Halogen-substituierten Derivate beobachtet werden: 5-Fluoruracil (12), 8,12 nM > 
5-Chloruracil (13), 9,02 nM > 5-Bromuracil (14), 18,6 >> 5-Ioduracil (15), 341 nM. Uridin 
(48) zeigte unter den untersuchten Verbindungen als einzige eine biphasische Verdrängung 
der spezifischen [3H]Uracil-Bindung mit den beiden Ki-Werten 92,4 nM und 21,4 µM, was 
vermutlich auf einen partiellen Abbau von Uridin zu Uracil zurückzuführen ist. Die Uracil-
Bindungsstelle läßt – insbesondere an den Positionen 1, 2, 3, 4 und 6 – nur geringe struk-
turelle Modifikationen des Uracil-Grundgerüstes zu. Lediglich die Position 5 scheint für 
eine Substitution geeignet zu sein. Gößere Substituenten führen allerdings auch hier zu ei-
ner drastischen Affinitätsabnahme oder sogar zu einem gänzlichem Affinitätsverlust. 
► Einige ausgewählte Uracil-Derivate wurden in Kompetitionsexperimenten an NG108-
15-Zellmembranpräparationen untersucht. Hierbei ergaben sich im Vergleich zu Kalbs-
hirn-Striatum-Membranpräparationen nahezu identische Bindungsaffinitäten, sodass es 
sich bei den untersuchten Bindungsstellen in Kalbs-Striatum und in NG108-15-Zellen mit 
hoher Wahrscheinlichkeit um die gleichen Bindungsstellen handelt. 
► Zur Untersuchung der Funktionalität wurden Experimente zur Bestimmung der 
cAMP-Akkumulation, [35S]GTPγS-Bindungsstudien, sowie Experimente zur Bestimmung 
der intrazellulären Calcium-Konzentration durchgeführt. Die Ergebnisse der cAMP-Ver-
suche deuten darauf hin, dass Uracil zu einer Inhibierung der Adenylatcyclase in NG108-
15-Zellmembranpräparationen führt (EC50 = 24,2 nM), dass die Uracil-Bindungsstelle also 
eventuell mit einem Gi-Protein gekoppelt sein könnte. In [35S]GTPγS-Bindungsstudien 
konnte allerdings keine Modulierung des G-Proteins beobachtet werden. Uracil führte in 
den Calcium-Assays zu keinem Anstieg der intrazellulären Calcium-Konzentration. 
Uracil Halogen-substituierte Uracil-Derivate 




► Zukünftig gilt es, die Sequenz des Uracil-bindenden Proteins aufzuklären. Dies könnte 
durch Photoaffinitätsmarkierung in Membranpräparationen von Rattenhirn-Striatum erfol-
gen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste Vorversuche dazu durchgeführt. 
5-Azidouracil konnte als mögliches Photoaffinitätsreagenz ermittelt werden, welches in 
tritiierter Form bei der Photoaffinitätsmarkierung eingesetzt werden könnte. Desweiteren 
konnte nachgewiesen werden, dass das Uracil-bindende Protein nach Solubilisierung mit 
dem nichtionischen Detergenz n-Dodecyl-β-maltosid noch in der Lage ist, Uracil mit hoher 
Affinität zu binden. 
 
In einem weiteren Teil-Projekt wurde untersucht, ob die von der Arbeitsgruppe Kimura 
et al. postulierten Uridin-Rezeptoren tatsächlich existieren. Hierzu wurden Bindungsstu-
dien mit [3H]Phenacyluridin und [3H]Uridin durchgeführt. Dabei konnte für [3H]Uridin ei-
ne spezifische Bindung nachgewiesen werden, Bindungsstudien mit [3H]Phenacyluridin 
(1-15 nM) dagegen führten zu keiner spezifischen Bindung. In Kompetitionsexperimenten 
mit [3H]Uridin zeigte Phenacyluridin eine sehr geringe Bindungsaffinität (IC50 = 200 µM). 
Damit konnte die von Kimura et al. beschriebene hohe Bindungsaffinität (Ki-Wert: 3,30 
nM) für Phenacyluridin nicht bestätigt werden. Unseren Ergebnissen zufolge hat das Phen-
acyl-Derivat eindeutig keine im nanomolaren Bereich liegende Affinität zur Uridin-Bin-
dungsstelle. Wir konnten auch sonst keine Bindungsstellen für [3H]Phenacyluridin in Hirn-
Geweben der Ratte und des Kalbes detektieren. Uracil zeigt in Kompetitionsexperimenten 
versus [3H]Uridin einen statistisch signifikanten biphasischen Kurvenverlauf 
(IC501 = 2,93 nM, IC502 = 16,1 µM), welcher einen Hinweis darauf gibt, dass [3H]Uridin 
(in der eingesetzten Konzentration von 50 nM) an zwei verschiedene Bindungsstellen bin-
den könnte. Der niedrige IC501-Wert läßt die Vermutung zu, dass es sich bei dieser Bin-
dungsstelle um die Uracil-Bindungsstelle handelt, die aufgrund einer partiellen enzymati-
schen Spaltung von [3H]Uridin zu [3H]Uracil detektiert wird. Die bisher ermittelten Ergeb-
nisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass neben den Uracil-Bindungsstellen zusätzlich 
spezifische Bindungsstellen für Uridin existieren, wobei Phenacyluridin entgegen den 
Ergebnissen von Kimura et al. zu diesen Bindungsstellen nur eine sehr geringe Bin-
dungsaffinität aufweist. Zur weiteren Charakterisierung der Uridin-Bindungsstellen ist es 
erforderlich, durch Einsatz von Enzym-Inhibitoren die vermutete partielle enzymatische 
Spaltung von Uridin während der Inkubationszeit zu unterbinden. 
 
Ein drittes Teil-Projekt befasste sich mit dem Enzym Uridin-Cytidin-Kinase, dem ge-
schwindigkeitsbestimmenden Enzym im Pyrimidin-Salvage-Stoffwechselweg. Dieses 
Enzym wurde aus Kalbs-Thymus isoliert und mittels säulenchromatographischer Verfah-
ren aufgereinigt. Zur Charakterisierung des Enzyms wurde ein neuer Radioassay etabliert 
und zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante herangezogen. Bei diesem Assay 
wird als Substrat radioaktiv markiertes Uridin ([3H]Uridin) eingesetzt und das entstandene 
[3H]UMP mit Lanthanchlorid (LaCl3) gefällt. Bei dieser Fällungsreaktion wird nur das 
Nukleotid ([3H]UMP) präzipitiert, wobei das tritiierte Nukleosid in Lösung bleibt. Dieser 
Radioaktiv-Assay ist im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Methoden viel 




einfacher in der Handhabung und liefert literaturkonforme Ergebnisse. Bei den Kinetik-
Studien mit diesem neu etablierten Assay wurde ein Km-Wert von 22 µM ermittelt, wel-
cher relativ gut mit dem von Lee et al. ermittelten Wert (50 µM, aus Kalbs-Thymus) über-
einstimmt. Das isolierte Enzym bestand aus einer Mischung von Uridin-Cytidin-Kinase 1 
und Uridin-Cytidin-Kinase 2, denen mit Hilfe der SDS-PAGE ein Molekulargewicht von 
~ 44 kDa (UCK1) bzw. ~ 37 kDa (UCK2)  zugeschrieben werden konnte. Diese Werte 
sind mit denen der humanen Enzyme (29 bzw. 31 kDa) in guter Übereinstimmung.  Die 
Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, dass in Kalbs-Thymus beide Enzyme der UCK-
Familie – UCK1 und UCK2 – exprimiert werden, wobei die UCK2 den Ergebnissen der 
SDS-PAGE und der Enzymkinetik zufolge eine höhere Expression aufweist als die UCK1. 
Die aufgereinigte Uridin-Cytidin-Kinase kann als wichtige und interessante Zielstruktur in 
zukünftigen Experimenten zur Identifizierung von neuen Inhibitoren und Substraten ver-
wendet werden. Darüber hinaus eignet sich die Uridin-Cytidin-Kinase zur quantitativen, 
biochemischen „Entfernung“ von Uridin. Dieses Pyrimidin-Derivat ist in Membranpräpa-
rationen enthalten und wird durch Zentrifugation möglicherweise nur teilweise entfernt. Da 
physiologisches Uridin pharmakologische Studien (Radioligand-Bindungsstudien, funktio-
nelle Assays) stören kann, ist der Einsatz dieses Enzyms in Kombination mit enzymatisch 
stabilen Uridin-Analogen als Liganden von großer Bedeutung. 
  


















7.1 Allgemeine Angaben 
 
7.1.1 Geräte und Material 
 
Analysenwaage   Modell CP225D, Sartorius 
Autoklav    Systec 3850 ELV, Tuttnauer 
Brutschrank   IG650, Jouan 
    CO2-Inkubator HERACell® 240,  
    Kendro Laboratory Products GmbH 
Elektrophorese  Mini PROTEAN 3 Electrophoresis System 
    PROTEAN II xi System 
Falcon-Gefäße   Greiner (15 mL und 50 mL, steril) 
Filtereinheiten  Centricon® YM-30 Centrifugal Filter, MILLIPORE, Cat 4208 
    Amicon® Ultra Centrifugal Devices, MILLIPORE 
GradiFracTM System Amersham Pharmacia Biotech 
Gefrierschränke   -80°C: Model U725-86 EU, New Brunswick Scientific, 
    -20°C: Bosch 
Gelfiltrations-Säule Superose 12 HR 10/30, Amersham Biosciences 
Glasfaserfilter  GF/B, GF/C, Brandell, Gaithersburg, MD, USA 
    GF 52, Glasfaserzuschnitte, Schleicher & Schuell 
Harvester    Brandell M24, M48, Gaithersburg, MD, USA 
Homogenisator  IKA Labortechnik RW 16 Basic 
LS- Counter   TRICARB® 2100 TR, 2900 TR, Canberra Packard/Perkin-Elmer 
LSC-Cocktail  Ultima-GoldTM, Canberra-Packard 
Mikroskop   Axiovert 25, Zeiss 
Pipetten    Eppendorf Research und Eppendorf Multipette Plus 
pH Meter    WTW mit pH Elektrode SenTix 41WTW pH 197 
Photometer   DU® 530, Life Science UV/VIS Spectrophotometer, Beckman 
Schüttelwasserbad  GFL Typ 1083, Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel 
Sicherheitswerkbank  Safe flow 1.2, Klasse II, Nunc, Wiesbaden 
Software    GraphPad Prism, Version 3.0, San Diego, Kalifornien, USA 
    Microsoft Excel, Version Office 2000 
    Isis Draw 2.4 
    CorelDRAW Graphics Suite  
Thermomixer   Comfort, Eppendorf 
Ultraschallbad   RK100H, Bandelin Sonorex 
Ultraturrax   IKA Labortechnik T25 basic 
UV-Lampe   CAMAG, UV-Lampe mit zwei Wellenlängen 254/366 nm, je 8 W, 
     12 VDC/VAC, 50/60 Hz, 14 VA, Cat. Nr.: 022.9120 
UV-Spektrometer Varian, Cary 50 BIO, UV-Visible Spekrophotometer 
Vortex    MS 2 Minishaker, IKA Labortechnik 
Zählkammer  Neubauer-Improved, REF 0640030, Marienfeld, Bright Line 




Zellkulturflaschen steril (25 cm², 75 cm² und 175 cm²), Greiner Bio-One 
Zentrifugen   Allegra™ 21R, Rotoren F2402 und S4180, Beckman 
    Avanti™ J-20 XP, Rotor JS 4.3 und JA-20, Beckman 
    Biofuge primoR, Heraeus  
Zentrifugenröhrchen Ultra-Clear® Tubes, ½ x 2 in. (13 x 51 mm),    
    Rec. No. 344057, Beckman (für die Ultrazentrifuge) 




Käuflich erworbene Chemikalien (in alphabetischer Reihenfolge) 
Adenin       SIGMA, A 8626 
Adenosin       SIGMA-ALDRICH, A 9251 
Adenosin-5’-diphosphat     SIGMA, A 2754 
Adenosin-5’-monophosphat     SIGMA, A 1752 
Adenosin-5’-triphosphat     SIGMA, A 7699 
β-Alanin       SIGMA, A 9920 
5-Aminouracil      SIGMA-ALDRICH, 855286 
Ammoniumsulfat      Grüssing, 10156 
5-Bromuracil      Fluka, 18660 
(E)-5-(2-Bromovinyl)uracil    SIGMA-ALDRICH, 457442 
Calciumchlorid-Dihydrat     SIGMA, C 3306 
2-Chloradenosin      SIGMA, C 5134 
Coffein        Merck, K15934984 
5-Cyanouracil      Lancaster, 8490 
Dihydrouracil      SIGMA, D 7628    
Dimethylsulfoxid      ACROS, 295520010 
Dipyridamol       SIGMA, D 9766 
DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin) SIGMA C 101 
Ethanol       Riedel-de Haen, 32205 
Ethylendiamintetraessigsäure    Grüssing, 20271 (100 mM) 
5-Fluoruracil      Fluka, 47576  
D-Glucose (wasserfrei)     SIGMA, G 7021 
Guanosin-5’-triphosphat (GTP)    SIGMA, G 8877 
N-(Hydroxyethyl)piperazin-N’-    SIGMA, H 0891 
(ethansulfonsäure) (HEPES)  
Inosin       SIGMA, I 1024 
5-Ioduracil       SIGMA-ALDRICH, 857858 
Isocytosin       SIGMA, I 2127 
Isopropanol       Riedel-de Haen, 34863 
Lanthanchlorid      SIGMA, L 4131 
Kaliumchlorid       SIGMA, P 9541 




Kaliumdihydrogenphosphat     Merck, 4873 
Kaliumhydrogenphosphat     Fluka, 60355  
Magnesiumsulfat      SIGMA, M 2643 
Methanol        Fluka, 65543 
Methotrexat           Pfizer, K242 
1-Methylharnsäure     Fluka, 67076 
1-Methyluracil      SIGMA-ALDRICH, 293768 
1-Methylxanthin      Fluka, 69720 
3-Methylxanthin      Fluka, 69722 
7-Methylxanthin      Fluka, 69723  
9-Methylxanthin      Fluka, 69725 
Natriumchlorid       SIGMA, S 7653 
Natriumhydrogencarbonat     SIGMA, S 5761 
Natriumhydroxid      Fluka, 71689 
NECA (5'-N-Ethylcarboxamidoadenosin) SIGMA, E 2387 
Orotsäure       SIGMA-ALDRICH, O 2750 
Pepstatin A       AppliChem, A 22050010 
Primidon       Tocris, 0830 
Protaminsulfat      SIGMA, P 4020 
Protein Assay Kit     SIGMA, P 5656 
Rolipram       SIGMA, R 6520 
Salzsäure 37 %       Merck, 3142504 
Theobromin      Fluka, 88304 
Theophyllin       Synopharm, 221870-0003 
Thymin (5-Methyluracil)    SIGMA, T 0376 
Thymidin        SIGMA, T 9250 
5-(Trifluormethyl)uracil    Aldrich, 223271 
Uracil       Fluka, 94220 
Uridin       SIGMA, U 6381 
Uridin-5’-diphosphat (UDP)     SIGMA, U 4125 
Uridin-5’-monophosphat (UMP)    SIGMA, U 6375 
Uridin-5’-triphosphat (UTP)     SIGMA, U 6625 
Xanthin       SIGMA, X 7375 
cyklisches Adenosin-3‘,5‘-monophosphat Fluka, 01895 
(cAMP)  
 




Chemikalien und Materialien für die SDS-PAGE (in alphabetischer Reihenfolge) 
Acrylamid        Acros, 164859000 
Ammoniumperoxodisulfat     Acros, 401165000 
Bromphenolblau       Acros, 4031401000 
(Coomassie) Brilliant-Blau     Acros, 191490250 
Glycerol        Acros, 158920010 
Glycin        Riedel de Haen, 33226 
Mercaptoethanol      SIGMA, M 6250 
Methylenbisacrylamid      Acros, 164790250 
Precision Plus Protein™,     BioRad, 61-0374  
Standard Dual Color    
SDS (Natrium-dodecylsulfat)    Acros, 419531000 
5-Sulfosalicylsäure      Acros, 424511000 
(2-Hydroxy-5-sulfobenzoesäure)  
TEMED (Tetramethylethylendiamin)   Acros, 420580500 
Tris (Trishydroxymethylaminomethan)   Acros, 424575000 
 
 
Im Arbeitskreis von Frau Prof. Dr. C. E. Müller synthetisierte Substanzen 
Alle Substanzen wurden gewöhnlich als Stammlösungen in einer Konzentration von 
10 mmol/ L angesetzt. Als Lösungsmittel wurde in der Regel Dimethylsulfoxid verwendet. 
 









































[5,6-3H]Uracil (wässrige Lösung mit 2 % Ethanol sterilisiert): SA = 38 Ci/mmol / 41 
Ci/mmol, TRK 408, Amersham Biosciences  
 
[5,6-3H]Uridin (wässrige Lösung, sterilisiert): SA = 39 Ci/mmol, TRK 412 
Amersham Biosciences  
 
[3H]Phenacyluridin (in Ethanol): SA = 43 Ci/mmol, Code TRQ 10231 
Die radioaktive Markierung wurde als Auftragssynthese aus der im eigenen Arbeitskreis  
von Dr. Till Schumacher synthetisierten Vorstufe durchgeführt von Nycomed Amersham,  

















7.1.4   Zellen und deren Ursprung 
 
1321N1-Astrozytom-Zellen Professor Ivar von Kügelgen, Pharmakologisches Institut,  
(human)    Reuterstrasse 1, Universität Bonn, ursprünglich von der    
     Europäischen Zellbank in Salisbury, UK 
 
C6-Gliom-Zellen (Ratte)  Professor Ivar von Kügelgen, Pharmakologisches Institut, 
     Reuterstrasse 1, Universität Bonn 
 
CHO-K1-Zellen   “Chinese Hamster Ovary”-K1-Zellen (Zellen aus dem Eier- 
(Hamster)    stock chinesischer Hamster);  
     Europäische Zellbank, European Collection of Cell Cultures, 
UK, ECACC No: 85051005, Passage 4 
 
CHO-hA1-Zellen  Prof. Dr. Karl-Norbert Klotz, Institut für Pharmakologie und 
(Hamster)    Toxikologie, Universität Würzburg 
 
CHO-hA2-Zellen   Prof. Dr. Karl-Norbert Klotz, Institut für Pharmakologie und  
(Hamster)    Toxikologie, Universität Würzburg 
 
HEK293-Zellen   „Human Embryonic Kidney“293-Zellen (menschliche em- 
(human)    bryonale Nierenzellen);  
     Europäische Zellbank, European Collection of Cell Cultures, 
UK, ECACC No: 85120602 
 
Jurkat T-Zellen   Humane T-Leukämiezellen; 
(human)    Arbeitskreis Professor Karl Schilling, Anatomisches Institut,  
     Universität Bonn 
 
McA-RH7777-Zellen  Hepazytomzellen;  
(Ratte)    Professor Ivar von Kügelgen, Pharmakologisches Institut,  
     Reuterstrasse 1, Universität Bonn 
 
NG108-15-Zellen  Maus Neuroblastom x Ratten-Gliom-Hybrid-Zelllinie; 
(Maus x Ratte)   Privatdozent Dr. Brüss, Pharmakologisches Institut, 




Rattenhirne  Pel Freez, Rogers, Arkansas, USA 
Kalbshirne   Schlachthof Fa. Sterbing in Köln 
Humanhirn   Universitätsklinikum Bonn, Klinik und Poliklinik für Neurologie 






Tab. 7.1: Herstellung der Pufferlösungen 
Puffer Substanzen Mr [g/mol] Molarität 
Einwaage 
für 1 L 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 6,05 g TRIS-Puffer  
50 mM, pH 7,4 
→ ad 1,0 L Aqua dest.; mit Salzsäure (37 %) auf pH 7,4 einstellen 
HEPES 238,3 10 mM 2,38 
NaCl 58,44 80 mM 4,67 
KCl 74,55 36 mM 0,27 
MgCl2x6 H2O 203,30 0,53 mM 0,11 
CaCl2x2 H2O 147,0 1,2 mM 0,18 
 
HEPES-Puffer 
10 mM, pH 7,4 
 
→ ad 1,0 L Aqua dest. 
→ pH-Wert mit gesättigter NaOH-Lösung auf pH 7,4 einstellen 
Ammoniumacetat 77,08 2 mM 0,1542 g 2 mM Acetat-
Puffer 
→ ad 1,0 L Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 
NaCl    58,44 593 mM 33,7 g 
KCl 74,55 23,5 mM 1,75 g 
KH2PO4   136,1 6 mM 0,8 g 
NaHCO3 84 21 mM 1,75 g 
D-
Glucose, wasserfr. 180,2 58,5 mM 10,5 g 




Puffer (KHP)  
→ der pH-Wert wird mit 1N Natronlauge auf 7,4 eingestellt 
→ für 1fach-Puffer: 100 mL 5fach-Puffer + 1,2 mL einer 
1 M Magnesiumsulfat-Stammlösungff (Endkonzentration: 
1,2 mM) + 1,3 mL einer 1 M Calciumchlorid Stammlösunggg 
(Endkonzentration: 1,3 mM); ad 500 mL Aqua dest. 
Sucrose 342,3 0,32 M 109,5 g Sucrose-Lösung 
0,32 M 
→ ad 1,0 L Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 
 
                                                          
ff Stammlösung 1 M Magnesiumsulfat (2,465 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat in 10 mL Wasser gelöst) 
gg Stammlösung 1 M Calciumchlorid (1,47 g Calciumchlorid-Dihydrat in 10 mL Wasser gelöst) 




Tab. 7.2: Herstellung der Pufferlösungen (II) 
Puffer Substanzen Mr [g/mol] Molarität 
Einwaage 
für 1 L 
TRIZMA®-Base 121 25 mM 3,025 g 
Sucrose 342,3 0,32 mM 109,5 g 
EDTA 372,2 1 mM 0,3722 g 
PMSF 174,2 0,1 mM 0,0174 g 
Leupeptin* 426,6 10 µM 0,0043 g 
Pepstatin A* 685,9 1 µM 0,686 mg 
ad 1,0 L Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 




* frisch hinzufügen  
NaCl 58,44 1,4 M 80 g 
KCl 74,55 27 mM 2 g 
Na2HPO4x2H2O 178 81 mM 14,4 g 
KH2PO4 136,1 15 mM 2,4 g 
10fach-PBS-Puffer 
(phosphate buffered  
saline) 
→ ad 1,0 L Aqua dest.; pH-Einstellung auf 7,4 mit konz. HCl 
→ für 1fach Puffer: 
100 mL 10-fach Puffer auf 1000 mL mit Aqua dest. auffüllen 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 6,05 g 
β-Mercaptoethanol 78,13 20 mM 390,7 mg = 350 µL 
Glycerol  20 % 200 mL 
Puffer für die  
Gelchromatographie 
→ ad 1,0 L Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen, 
15 Minuten in Ultraschallbad stellen, 
3 h Stickstoff eingeleitet (Sprudelstein) 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 6,05 g 
β-Mercaptoethanol 78,13 10 mM 781,3 mg = 700 µL  
MgCl2, wasserfrei 95,21 2,5 mM 238 mg 
ATP 551,1 2 mM 1,1022 g 
Puffer für den  
Enzmyassay  
(zur Aktivitätsbe-
stimmung der UCK)  
→ ad 1,0 L Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 




Tab. 7.3: Herstellung der Pufferlösungen (III) 




ge für  
100 mL 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 605 mg  
NaCl 58,5 150 mM 877,5 mg 
MgCl2, wasserfrei 95,21 2 mM 19,04 mg 
Glycerol  10 % (v/v) 10 mL 
EDTA 372,2 1 mM 37,2 mg 
EGTA 380,4 1 mM 38,0 mg 
PMSF 174,2 0,1 mM 1,7 mg 
Leupeptin* 426,6 10 µg/mL 1 mg 
Pepstatin* 685,9 5 µg/mL 0,5 mg 
→ ad 100 mL Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 
Puffer für die So-
lubilisierung 
pH 7,4 
* frisch hinzufügen 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 605 mg  
NaCl 58,5 100 mM 585 mg 
EDTA 372,2 1 mM 37,2 mg 
MgCl2x6 H2O 203,30 5 mM 102 mg 
Dithiothreitol 
(DTT) 154,25 1 mM 154 mg 
GDP*** 443,20 10 µM s.u. 
BSA** ~ 66 kDa 0,5  % (w/v) s.u. 




Studien, pH 7,4 
→ vor jedem Assay dem Puffer frisch zugeben: 
*** 0,1 mL einer 1 mM GDP-Stock-Lösung pro 10 mL Inkuba-
tionspuffer  
**  0,05 g BSA-Pulver pro 10 mL 
TRIZMA®-Base 121 50 mM 605 mg  
MgCl2x6 H2O 203,30 5 mM 102 mg 
Waschpuffer  für 
die [35S]GTPγS-
Studien, pH 7,4 
→ ad 100 mL Aqua dest.; auf pH 7,4 einstellen 
 






Alle Zellen werden bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Je nach Kul-
turgröße werden unterschiedliche Kulturflaschen (25 cm2, 75 cm2, 175 cm2) verwendet. 
Die verwendeten Nährmedien sind in Tab. 7.4 aufgelistet. 
 
 
Tab. 7.4: Zusammensetzung der Zellkulturmedien 





• 10 % fötales Kälberserum  
• 100 Units / mL Penicillin   
• 100 µg / mL Streptomycin 
• 1 % GlutaMax (2 mM Glutamin)
CHO-K1-Zellen Nutrient Mixture           F-12 HAM 
• 10 % fötales Kälberserum  
• 100 Units / mL Penicillin  
• 100 µg / mL Streptomycin 





• 10 % fötales Kälberserum 
• 100 Units / mL Penicillin  
• 100 µg / mL Streptomycin  
• 1 % GlutaMax (2 mM Glutamin)





• 10 % fötales Kälberserum  
• 100 Units / mL Penicillin 
• 100 µg / mL Streptomycin 





• 10 % fötales Kälberserum  
• 100 Units / mL Penicillin  
• 100 µg / mL Streptomycin 
• 1 % HAT-Supplement  
     (Endkonz. der Bestandteile:  
 Hypoxanthin 100 µM  
 Aminopterin 0,4 µM  









7.2.1 Nährmedien für die Zellkultur  
 
Den Medien für die Zellkultur ist allen gemeinsam, dass sie aus einem isotonischen, gepuf-
ferten Grundnährmedium mit anorganischen Salzen, energieliefernden Nährstoffen, Ami-
nosäuren und Vitaminen bestehen. Bei Medien für adhärierende Kulturen ist ein hoher An-
teil an Calcium- und Magnesiumionen wichtig, da diese mit den Adhäsionsproteinen auf 




• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, BioWhittaker™ Cambrex BE-12 604F 
• Nutrient Mixture F-12 HAM, BioWhittaker™ Cambrex BE-12 615 
• Minimun essential Medium eagle (MEM), BioWhittaker™ Cambrex BE-12 125F 
 
Zusätze: 
HAT-Supplement (50x), Gibco 21060-017 
Das HAT-Supplement enthält Aminopterin, Hypoxanthin und Thymidin und wird für die 
Selektion von Hybridomzellen verwendet366. Aminopterin, ein Folsäure-Antagonist, inhi-
biert die de-novo Nukleosid-Biosynthese. Bei den Hybridomzellen kann in diesem Fall die 
DNA-Synthese unter Verwendung von Hypoxanthin und Thymidin mittels des Enzyms 
„Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase“ (salvage pathway) erfolgen, während 
HAT-sensitive Zellen einen Enzymdefekt besitzen und im HAT-Medium nicht wachsen 
können. 
 
NEAA (non essential amino acids solution), (100x) LIQUID, Gibco 11140-050 
Nicht essentielle Aminosäuren werden dem Medium zugesetzt, um die fehlende Kapazität 
zur Synthese einzelner Aminosäuren auszugleichen. 
 
Fetal Bovine Serum, heat inactivated, SIGMA F 0804 
Fötales Rinderserum (FBS; Synonyme: FCS, FKS) wird aus dem Blut von Rinderföten 
zwischen dem 3. und 7. Trächtigkeitsmonat gewonnen und ist ein sehr wichtiges Supp-
lement in Zellkultursystemen. Es enthält die verschiedenen wachstumsfördernden Subs-
tanzen wie Hormone, Polypeptide, Lipide und Spurenelemente. 
 
GlutaMAX™-I Supplement, 200 mM (100x) Gibco 35050-038 
L-Glutamin ist ein essentieller Nährstoff für die Energiegewinnung und die Nucleinsäure-
Synthese in Zellkulturen. Allerdings zerfällt das L-Glutamin, abhängig von Temperatur 
und pH-Wert, im Medium spontan (nichtenzymatisch) zu Pyrrolidon-Carbonsäure und 
Ammoniak367, welches eine toxische Wirkung auf die Zellen hat und u.a. die Proteinpro-
duktion beeinflusst. GlutaMAX enthält ein stabiles Glutamin-haltiges Dipeptid (L-Alanyl-
L-Glutamin), welches durch die Zellen durch enzymatische Spaltung der Peptidbindung 




wieder in L-Glutamin umgewandelt wird. Durch den Einsatz dieses Dipeptids wird die Bil-
dung von toxischem Ammoniak minimiert und die Medium-Stabilität erhöht. 
 
Penicillin-Streptomycin Mixture, SIGMA P-0781, BioWhittaker™ Cambrex  
DE-17-602 E (10000 units Penicillin/mL, 10000 µg Streptomycin/mL) 
  
Trypsin-EDTA-Lösung (0,05 %), Gibco 25300-054 
Trypsin, SIGMA T 4549 
Trypsin gehört zu den sog. Endopeptidasen, die Eiweißmoleküle an bestimmten Stellen in 
der Mitte der Eiweißkette spalten. Trypsin ist spezifisch für die Spaltung von Peptidbin-
dungen neben den Aminosäureresten Lysin und Arginin.  
EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) bindet die zweiwertigen Kationen wie Ca2+ und 
Mg2+, welche zellbindende Membranproteine stabilisieren. 
Trpsin wird in Verbindung mit EDTA in der Zellkultur zur Ablösung der Zellen von der 
Zellkulturflasche verwendet. 
 
Trypanblau-Lösung (0,4 %), SIGMA T 8154 
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Er wird benutzt, 
um die Vitalität von Zellen zu prüfen (s. Abschnitt 7.2.5) 




7.2.2 Auftauen neuer Zellen 
 
Das Auftauen von Zellen für die weitere Kultivierung wird möglichst schnell durchgeführt. 
Die aufgetaute Zellsuspension (1 mL) wird in eine kleine – vorher mit dem jeweiligen Me-
dium befüllte und im Brutschrank vorinkubierte – Zellkulturflasche (25 cm2) gegeben. An-
schließend werden die Zellen etwa 5 Stunden im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 inkubiert, 
bis sie sich an die Plastikoberfläche der Kulturflasche anheften (bei adhärenten Zellen). 
Das alte Nährmedium wird abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Die Zellen wer-
den wie im Abschnitt 7.2.2 beschrieben weiter gezüchtet. 
 
 
7.2.3 Kultur von Zellen 
 
Die Zellen werden nach dem Auftauen (s.o) bei 80 bis 90 %iger Konfluenz in eine große 
Flasche umgesetzt. Hierbei wird folgendermaßen vorgegangen: Zuerst wird das alte Me-
dium aus der Flasche vorsichtig abpipettiert und die Zellen werden mit etwa 10 mL PBS-
Puffer gewaschen. Zur Ablösung der (adhärenten) Zellen wird ca. 4 mL Trysin/EDTA-Lö-
sung in die Flasche gegeben und  2-3 Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschließend 
werden die Zellen durch leichtes Schwenken und Klopfen gegen den Flaschenboden abge-
löst und im benötigten Volumen an Medium (je nach Splittverhältnis) aufgenommen. Die-
se Zellsuspension wird auf neue, bereits mit Medium befüllte Flaschen verteilt. Die Fla-
schen werden anschließend im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert, bis sie zu ca. 
80 % konfluent bewachsen sind und erneut gesplittet werden können. Die Passage der Kul-
turen erfolgt nach dem Ablösen je nach Dichte und Zellart in 1:2- bis 1:20-Verdün-
nungen. Zwischen dem Splitten wird das Medium gewechselt, wenn das Medium ver-
braucht ist – erkennbar an der Farbe des Mediums – oder zu viele tote Zellen vorhanden 
sind. Die Mediummenge in Flaschen einer Fläche von 75 cm² beträgt etwa 15 mL, bei ei-
ner Fläche von 175 cm² etwa 25 bis 30 mL. 
Abweichend zu den anderen Zelllinien wird bei den NG108-15 Zellen zur Ablösung der 
Zellen kein Trypsin benutzt. Die Zellen können mit Medium durch vorsichtiges Auf- und 
Abpipettieren und evtl. leichtes Klopfen gegen den Boden der Flasche abgelöst werden. 
 
 
7.2.4 Erstellen von Backups zum Einfrieren 
 
Zum Einfrieren werden die Zellen zunächst vom Medium befreit und mit PBS-Puffer ge-
waschen. Anschließend werden die Zellen entweder mit Trpysin/EDTA oder mit Medium 
(bei den NG108-15-Zellen) von der Flasche abgelöst, mit Medium versetzt und in ein Fal-
con-Gefäß überführt. Die Zellsuspension wird 5 Minuten bei 1.000 g und 4°C zentrifugiert 
und der Überstand vorsichtig abpipettiert. Das Zellpellet wird im jeweils benötigten Vo 
lumen an Einfriermedium – Medium mit Zusatz von 10 % DMSO (2 mL pro Zellkultur-
flasche) – resuspendiert und in Kryovials gefüllt. DMSO wird in der Zellkultur zum Ein-




frieren von Zellen verwendet, um die Eiskristallbildung während des Einfrierprozesses zu 
verhindern und damit der Zerstörung der Zellen entgegenzuwirken. Da DMSO allerdings 
stark giftig ist, sollte das eingesetzte Einfriermedium vorgekühlt sein. Die Zellen werden 
nicht direkt in flüssigen Stickstoff transferriert, sondern langsam eingefroren. Dazu werden 
die Kryovials zunächst gut verpackt (für langsames Kühlen) bei -80°C gelagert und erst ei-
nen Tag später in den Stickstofftank überführt. 
 
 
7.2.5 Membranpräparationen von Zellen 
 
NG108-15-Zellen 
120 konfluent bewachsene Gewebekulturflaschen werden zunächst vom Medium be-
freit. Die Zellen werden mit je 2 mL PBS-Puffer pro Platte gewaschen und bei -80°C ein-
gefroren. Danach werden die Dishes im Kühlschrank kurz aufgetaut. Unter Eiskühlung 
wird jede Platte mit 1-2 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 versetzt, die Zellen mit einem 
Gummischaber von den Platten abgelöst und in Tris-Puffer gesammelt. Die Platten werden 
mit wenig Tris-Puffer nachgespült. Die gesammelte Zellsuspension wird 10 Minuten bei 
1.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand S1 wird vorsichtig abpipettiert. Das P1-Pellet 
wird in Tris-Puffer resuspendiert, homogenisiert, in Kryovials (je 1 mL) abgefüllt und bei 
-80°C aufbewahrt. Der Überstand S1 wird 30 Minuten bei 48.380 g und 4°C zentrifu-
giert. Das entstandene Pellet wird von dem Überstand getrennt und erneut unter denselben 
Bedingungen zentrifugiert. Der gewaschene Bodensatz wird in 18 mL Tris-Puffer aufge-
nommen und nach dem Homogenisieren in Kryovials zu je 1 mL abgefüllt. Die Membran-
präparationen werden bis zur Benutzung bei -80°C aufbewahrt. Die Membranpräparatio-
nen der anderen Zelllinien werden mit geringfügigen Abweichungen analog zu dem oben 
für die NG108-15-Zellen beschriebenen Verfahren durchgeführt. Die Versuchsbedingun-
gen für die anderen Zelllinien sind in der untenstehenden Tab. 7.5 aufgelistet. 




Tab. 7.5: Membranpräparationen verschiedener Zelllinien 
Zelllinie Membranpräparation 
NG108-15-Zellen 
120 Dishes, Passage 30 
Puffer: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
1) 10 min. bei 1.000 g 
2) 2 x 30 min. bei 48.380 g  
Ausbeute: 18 mL P2-MP: 2,236 mg/mL 
                  (P1-Pellet: 3,892 mg/mL) 
C6-Gliom-Zellen 
180 Dishes, Passage 11 
Puffer: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 
1) 10 min. bei 1.000 g 
2) 1 h bei 48.000 g 
Ausbeute: 20 mL P2-MP: 1,569 mg/mL 
                 (56 mL P1-Pellet: 5,087 mg/mL) 
CHO-K1-Zellen 
163 Dishes, Passage 4 
Puffer: 50 mM Tris, pH 7,4 
1) 10 min. bei 1.000 g 
2) 45 min. bei 48.000 g 
Ausbeute: 16 mL P2-MP:1,262 mg/mL 
                 (20 mL P1-Pellet: 3,562 mg/mL)  
HEK293-Zellen 
180 Dishes, Passage 5 
Puffer: 5 mM Tris, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, pH 7,4 
1) 10 min. bei 1.000 g 
2) 1 h bei 48.380 g   
Ausbeute: 28 mL P2-MP: 1,815 mg/mL 
                 (15 mL P1-Pellet : 2,266 mg/mL) 
McA-RH7777-Zellen  
192 Dishes, Passage14 
Puffer: 50 mM Tris, pH 7,4 
1) 10 min. bei 1.000 g 
2) 1,5 h bei 48.380 g  
Ausbeute: 28 mL P2-MP: 1,755 mg/mL 
                 (23 mL P1-Pellet: 4,530 mg/mL)  
 




                 
        
Abb. 7.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von HEK293-Zellen (A) mit den für sie typischen 
Zellausläufern, CHO-K1-Zellen (B) mit der für sie typischen länglichen Form,     
C6-Gliom-Zellen (C) und NG108-15-Zellen mit den neuritenähnlichen Fortsätzen 










Die Bestimmung der Zellzahl wird mit einem Neubauer-Hämazytometer durchgeführt368. 
Zur Unterscheidung vitaler von geschädigten Zellen werden sie mit einer 0,4 %igen Try-
panblau-Lösung angefärbt. Da bei toten Zellen die Zellwände nicht mehr intakt sind, kann 
der Farbstoff in das Innere der Zelle eindringen und Proteine blau anfärben. Die Zellwand 
der lebenden Zellen ist dagegen für den Farbstoff weitgehend undurchlässig. Zunächst 
werden 20 µL der (evtl. verdünnten) Zellsuspension in ein Eppendorfröhrchen pipettiert 
und mit 20 µL der 0,4 %igen Trypanblau-Lösung versetzt. Die Probe wird 5-15 Minuten 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die beiden Stege der Zählkammer werden mit wenig Was-
ser angefeuchtet und das Deckglas mit leichtem Druck parallel zur Oberfläche an die 
Kammer gedrückt. Auf den Mittelsteg werden zwischen Deckglas und Kammer ca. 10 µL 
der gut suspendierten Zell-Trypanblau-Suspension gegeben, bis das Volumen unter dem 
Deckglas gerade gefüllt ist. Durch die Kapillarwirkung wird die Lösung zwischen den bei-
den Glasflächen in  die  Kammer  gezogen. Danach  erfolgt  unter  dem  Mikroskop  das 
Auszählen der vier seitlichen Großquadrate, 
die aus 16 Kleinquadraten bestehen. Bei opti-
maler Verdünnung sollten in jedem Großqua-
drat nicht mehr als 40 Zellen sein. Der erhal-
tene Wert wird gemittelt (entsprechend der 
Zellzahl pro Großquadrat) und mit 104 und 
dem Verdünnungsfaktor multipliziert. So er-
hält man die Zellzahl pro Milliliter Zellsus-
pension. Es werden nur die lebenden Zellen 
ausgezählt, die sich hell gegen den blauen 
Hintergrund abheben. Tote Zellen, deren Cy-
toplasma mit Trypanblau angereichert sind, 
werden ignoriert. Dies ergibt die Konzentrati-




Bestimmung der Zellzahl: 




Berechnung der Vitalitätsrate: 
Lebende Zellen [%] = [ungefärbte Zellen / (gefärbte + ungefärbte Zellen)] • 100 
 
Abb. 7.2: Neubauer Haemazytometer 
Dimensionen pro Quadrat. Voumen pro Qua-
drat = 0,1 mm3 (10-4 cm3  = 10-4 mL)3 




Abb. 7.3: Hirn, Sagittal-Schnitt369 
7.3 Gewebepräparationen 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Rattenhirne der Fa. Pel Freez (Rogers, Arkansas, USA) 
und Kalbs-Hirne vom Schlachthof Fa. Sterbing (früher Fa. Genscher), Köln, zur Präparati-
on von Uracil-Bindungsstellen-haltigen Membransuspensionen verwendet. Das Material 
wurde bis zur Präparation bei –80 °C gelagert. Alle Präparationsschritte wurden bei einer 
Temperatur von 4 °C auf Eis durchgeführt. Die Rattenhirne bzw. Kalbshirne wurden nach 
den folgenden Protokollen präpariert: 
 
7.3.1 Membranpräparation von Kalbs-Thalamus 
 
In einem Artikel von Zukin et al.314 wird die Herstellung einer Membranpräparation aus 
Rattenhirnen (Male Sprague-Dawley rats) beschrieben. Abweichend davon werden bei der 
nachfolgend beschriebenen Membranpräparation Kalbs-Hirne verwendet, aus denen der 
Thalamus herauspräpariert und weiter aufgearbeitet wird. Die frischen Kalbs-Hirne werden 
mit Sucrose-Lösung gewaschen, mit einem Skalpell-Schnitt jeweils in die zwei Hemisphä-
ren geteilt und im Kühlschrank bei -80°C aufbewahrt. Zu Beginn der Präparation werden 
die tiefgefrorenen Kalbs-Hirne langsam auf Eis aufgetaut und auf einer eisgekühlten Glas-  
platte präpariert. Der Tha-
lamus wird vorsichtig mit 
einem Skalpell  herausge-
schnitten und in 0,32 M 
Sucrose-Lösung gegeben. 
Abb. 7.3369 zeigt, wo ge-
nau sich der Thalamus im 
Gehirn befindet. Für die 
Membranpräparation wird 
der herauspräparierte Tha-
lamus  in eiskalter 0,32 M 
Sucrose-Lösung homoge-
nisiert. Hierzu wird das 
Gewebe zuerst mit dem   
Ultra-Turrax (Stufe 5) zer-  
kleinert und dann homogenisiert (Stufe 6, 3 Sekunden). Danach wird 10 Minuten bei 
1.000 g zentrifugiert. Das Pellet wird verworfen und der Überstand 20 Minuten bei 
20.000 g zentrifugiert. Das sich absetzende Pellet wird in reinem Wasser resuspendiert und 
mit dem Ultra-Turrax 30 Sekunden dispergiert. Diese Suspension wird erneut 20 Minuten 
bei 8.000 g zentrifugiert. Nach diesem Zentrifugationsschritt wird der Überstand abdekan-
tiert und das Pellet mit der noch verbliebenen flüssigen Phase vorsichtig gewaschen. Die 
vereinigte flüssige Fraktion wird dann 20 Minuten bei 48.000 g zentrifugiert. Das Pellet 
wird in reinem Wasser resuspendiert und wiederum 20 Minuten bei 48.000 g zen-
trifugiert. Das nach diesem Zentrifugationsschritt entstehende Pellet wird 18 Stunden bei 
   
 
 
1    Cerebrale  
      Hemisphäre 
2    Corpus  
      callosum 
3    Thalamus 
4    Mittelhirn    
      (Mesen- 
      cephalon) 
5    Pons 
6    Cerebellum 
7    Medulla  
      oblongata 




-20°C gelagert. Das eingefrorene Pellet wird dann in Wasser resuspendiert und  20 Minu-
ten bei 25°C inkubiert. Danach folgt ein 10minütiger Zentrifugationsschritt bei 48.000 g. 




7.3.2 Membranpräparation von Kalbshirn-Striatum als Quelle für die      
Uracil-Bindungsstellen 
 
Die auf  Trockeneis transportierten Kalbshirne werden langsam auf einer eisgekühlten 
Glasplatte aufgetaut. Die Hirne werden frontal von vorne nach hinten in leicht schräger 
Schnittführung geschnitten.  
Das Striatum, bestehend aus Nuc-
leus caudatus und Putamen, wird 
herauspräpariert  und  in  25 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4, 0,32 M Suc-
rose, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 
1 µM Pepstatin A, 10 µM Leupep-
tin gesammelt. Nach der Bestim-
mung des Nassgewichtes wird das 
Gewebe in 10 Volumenteilen Puf-
fer (bezogen auf das Ausgangsge-
wicht des Gewebes) gegeben. Das 
Gewebe wird mit dem Ultra-Tur-
rax 3 Sekunden auf Stufe 12 zer-
kleinert und danach mit dem Glas- 
Teflon-Homogenisator (Stufe 6, 10 Sekunden) homogenisiert. Die Suspension wird bei 
4°C 1.000 g und 4°C 10 Minuten zentrifugiert. Dieser erste Zentrifugationsschritt dient zur 
Abtrennung des sogenannten P1-Pellets (Zellkerne, Zelltrümmer und Erythrozyten). Der 
Überstand S1 wird vorsichtig – ohne das Pellet aufzuwirbeln – abpipettiert und aufbe-
wahrt. Das Pellet P1 wird mit Puffer versetzt, resuspendiert und erneut 10 Minuten bei 
1.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird wieder vorsichtig abpipettiert und mit 
dem vorherigen Überstand vereint und weiterverarbeitet. Das P1-Pellet wird verworfen. 
Der vereinigte Überstand S1 wird 20 Minuten bei 37.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Ü-
berstand S2 wird abdekantiert und verworfen. Das P2-Pellet wird in zwei Volumenteilen 
Puffer resuspendiert, homogenisiert (Stufe 6, 10 Sekunden) und ein zweites mal 15 Minu-
ten bei 37.000 g und 4°C zentrifugiert. Das gewaschene P2-Pellet wird in drei Volumentei-
len Tris-Puffer 50 mM, pH 7,4 homogenisiert (Stufe 6, 10 Sekunden) und 15 Minuten bei 
37.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in Tris-Puffer, pH 7,4 (1 mL Puffer pro 
100 mg Nassgewicht) resuspendiert, erneut homogenisiert (Stufe 6, 10 Sekunden), in   
Kryovials aliquotiert und bei -80°C tiefgefroren. Die nach diesem Protokoll hergestellte 
Membranpräparation weist eine Proteinkonzentration von ca. 3 mg/mL auf. 
Abb. 7.4: Blick auf die Präparation eines Kalbs-Ge-
hirns; Frontalschnitt auf Höhe des hinteren Anteil der Vor-
derhörner der Seitenventrikel (Hirn vom Schlachthof Fa. 
Sterbing; fotografiert mit einer Digitalkamera) 




7.3.3 Membranpräparation von Rattenhirn-Cortex370 (I) 
 
Für die Membranpräparation von Rattenhirn-Cortex werden tiefgefrorene Rattenhirne auf 
einer eisgekühlten Glasplatte aufgetaut. Mit einem Skalpell werden die Hirnrinde – die äu-
ßeren 2-3 mm des Rattenhirns – abgeschabt und in eine eisgekühlte 0,32 M Sucrose-
Lösung (iso-osmotischer Puffer) gegeben. Das gesammelte Gewebe wird zur Bestimmung 
des Nassgewichtes gewogen und anschließend mit dem Glas-Teflon-Homogenisator etwa 
10 Sekunden unter Eiskühlung homogenisiert. Das Homogenat wird zur Abtrennung des 
P1-Pellets, welches grobe Zelltrümmer enthält, 5 Minuten bei 1.000 g und 4°C zentrifu-
giert. Der Überstand S1 wird vorsichtig abpipettiert und erneut zentrifugiert (60 Minuten, 
37.000 g, 4°C). Der Überstand S2 wird durch Abdekantieren von dem Pellet getrennt und 
verworfen. Das P2-Pellet wird in eiskaltem, reinem Wasser aufgenommen, homogenisiert 
und 60 Minuten bei 37.000 g und 4°C zentrifugiert. Das entstehende Pellet wird in 50 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4 homogenisiert und zur Aufreinigung erneut unter denselben Zentrifu-
gationsbedingungen gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wird das Pellet in wenig 
50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 (2 mL Tris-Puffer pro g Nassgewicht) aufgenommen und die 
Proteinsuspension nach der Homogenisierung in Kryovials abgefüllt. Diese können dann 
bei  -80°C über mehrere Monate aufbewahrt werden. 
 
 
7.3.4 Membranpräparation von Rattenhirn-Striatum371 
  
Nach der Entfernung des Cortex (s. Abschnitt 7.3.3) wird im vorderen Drittel der linken 
und rechten Großhirnhälfte das Gewebe soweit entfernt, bis das Striatum-Gewebe, welches 
eine dunklere, gestreifte Struktur besitzt, zu erkennen ist. Dieses Gewebe wird herausprä-
pariert und in kaltem 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 gesammelt. Anschließend werden die Ge-
webe-Stücke mit dem Ultra-Turrax auf Stufe 6 etwa 3 Sekunden zerkleinert und mit dem 
Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert. Das erhaltene Homogenat wird 15 Minuten 
bei 37.000 g (4°C) zentrifugiert. Der Überstand wird abdekantiert und verworfen. Das Pel-
let wird in eiskaltem 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 aufgenommen und erneut 15 Minuten bei 
37.000 g und 4°C zentrifugiert. Zum Schluß wird das erhaltene Pellet, nach Bestimmung 
des Nassgewichtes, in wenig 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 (1,5 mL Tris-Puffer pro g Nassge-
wicht) resuspendiert, homogenisiert und in Kryovials aliquotiert. Die Aliquots werden bis 
zur Benutzung bei -80°C gelagert. 




7.3.5 Membranpräparation von Rattenhirn-Cortex258 (II) 
 
Puffer A: 145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM Glucose,  
         20 mM HEPES, pH 7,5 
Puffer B: 5 mM Tris, pH 7,4 (eingestellt mit HCl bei 4°C) 
 
Die eingefrorenen Rattenhirne (2 Pakete Ratten-Hirne à 25 Stück) werden auf Eis aufge-
taut. Der Cortex wird herauspräpariert (Nassgewicht: 25,406 g) und in 250 mL 0,32 M 
Sucrose-Puffer gegeben. Der Cortex wird mit dem Ultra-Turrax (Stufe 1) zerkleinert und 
danach mit dem Glas-Teflon-Homogenisator (Stufe 6) homogenisiert. Die Suspension wird 
10 Minuten bei 1.500 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig (ohne das 
Pellet aufzuwirbeln) abpipettiert und aufbewahrt. Das Pellet (enthält Zellkerne, Gefäße) 
wird mit 100 mL 0,32 M Sucrose-Puffer versetzt, resuspendiert und erneut 10 Minuten bei 
1.500 g zentrifugiert. Der Überstand wird wieder vorsichtig abpipettiert und mit dem vor-
herigen Überstand vereint und weiterverarbeitet. Das Pellet wird verworfen. Der vereinte 
Überstand wird 20 Minuten bei 9.500 g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 50 mL 
Puffer resuspendiert und 60 Stunden bei –80°C aufbewahrt. (Stufe 1) 
 
20 mL der eingefrorenen Suspension wird auf Eis aufgetaut und in 300 mL eiskaltem rei-
nem Wasser homogenisiert. Das Homogenat wird für 2 Stunden auf Eis gelegt und danach 
20 Minuten bei 8.000 g und 4°C zentrifugiert. Die lose am Pellet hängende „Schicht“ wird 
in 50 mL reinem Wasser aufgenommen und 20 Minuten bei 40.000 g und 4°C zentrifu-
giert. Das Pellet wird in 60 mL eiskaltem 5 mM Tris-Puffer homogenisiert und das Homo-
genat erneut 20 Minuten bei 40.000 g und 4°C zentrifugiert. Diese Waschprozedur wird 
zweimal wiederholt. Das resultierende Pellet wird in 20 mL eiskaltem 5 mM Tris-Puffer 
homogenisiert und (mindestens) 16 h bei –80°C gelagert.  
 
Einen Tag vor Durchführung der Bindungsstudien werden 10 mL der Membranpräparation 
20 Minuten bei 40.000 g zentrifugiert. Das Pellet wird in ca. 40 mL Puffer B (5 mM Tris, 
pH 7,4) resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 mL Puffer A ho-
mogenisiert und in Kryovials aliquotiert. Die Proteinkonzentration beträgt bei diesem Ver-
fahren 0,745 mg/mL. 
 
Parallel dazu werden 10 mL der Stufe 1 (s.o.) 20 Minuten bei 40.000 g zentrifugiert. Das 
Pellet wird in ca. 40 mL Puffer B (5 mM Tris, pH 7,4) resuspendiert und erneut unter den-
selben Bedingungen zentrifugiert. Das Pellet wird in 10 mL Puffer A homogenisiert und 
aliquotiert. Die Proteinkonzentration beträgt bei dieser Membranpräparation 1,296 mg/mL. 




7.4 Proteinbestimmung nach Lowry 
 
Theoretische Grundlagen 
Die Proteinbestimmung nach Lowry351,372 ist ein kolorimetrisches Verfahren zur Bestim-
mung der Konzentration löslicher sowie unlöslicher Proteine. Die Methode beruht dar-
auf, dass die Proteine zunächst mit den Cu2+-Ionen aus dem Kupfertartrat-Reagenz zu ei-
nem blauen Komplex reagieren. In einem nachfolgenden Reaktionsschritt wird durch den 
Protein-Kupfer-Komplex das Molybdän von der Wertigkeitsstufe VI zur Wertigkeitsstufe 
IV reduziert. Es entstehen Mischoxide zwischen jeweils VI und IV-wertigem Molybdän 
(Molybdänblaureaktion). Bei der Reduktion erfährt das Folin-Reagenz einen Farbumschlag 
von gelb nach blau. Diese resultierende Blaufärbung wird zur quantitativen Bestimmung 
der Proteinkonzentration genutzt. Dazu wird für mehrere Proben bekannter Protein-
konzentration die Absorption des bei der Reaktion mit dem Folin-Reagenz entstehenden 
blauen Farbstoffs ermittelt. Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz wird die gemessene Ab-
sorption als Funktion der Proteinkonzentration graphisch dargestellt und der molare Ex-
tinktionskoeffizient aus dem Anstieg der resultierenden Geraden ermittelt. Unter Verwen-
dung dieses Extinktonskoeffizienten kann anschließend für eine beliebige Proteinprobe 
wiederum unter Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes die Konzentration bestimmt 
werden. Diese Proteinbestimmungsmethode kann durch Tris, Ammoniumsulfat, EDTA, 
Saccharose, Citrat und Phenole gestört werden. Liegen solche Substanzen in der Protein-
lösung vor, müssen die Proteine vorher mit Trichloressigsäure ausgefällt und in einem 
wässrigen Lösungsmittel resolubilisiert werden.  
 
Durchführung 
Die Proteinbestimmung erfolgt mit dem „Protein Assay Kit“ von Sigma Diagnostics®. 
Zunächst wird eine Verdünnungsreihe des Proteinstandards Rinderserumalbumin (BSA) 
hergestellt, sodass man Proteinkonzentrationen von 50 – 400 µg erhält. Parallel dazu wer-
den Verdünnungen von dem zu untersuchenden Protein hergestellt. Hierbei muß darauf ge-
achtet werden, dass die Verdünnungen so ausgewählt werden, dass die jeweils zu erwarten-
de Proteinkonzentration und damit die Absorption innerhalb des Auswertungsfensters der 
Kalibriergeraden liegt. Da das Lambert-Beersche Gesetz nur in hinreichend verdünnten 
Lösungen gilt, darf die Extinktion der Proben nicht größer als 0,8 betragen. Je 500 µL der 
hergestellten Proteinstandards sowie der Proben werden vorgelegt und mit je 500 µL Low-
ry-Reagenz versetzt. Die Suspensionen werden gut durchmischt und 20 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Das Lowry-Reagenz enthält Natriumdodecylsulfat und sorgt 
dafür, dass die Proteine solubilisiert werden. Nach der Inkubationszeit werden pro Rea-
genzglas unter schnellem Mischen 250 µL Folin-Phenolreagenz hinzupipettiert und 
30 Minuten wiederum bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend werden die Proben in 
Einmal-Küvetten gefüllt und im Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 500 nm 
(Lowry low) gegen den Nullwert gemessen. Die Messung sollte in einem Zeitraum von 
maximal 30 Minuten erfolgen. 
 






7.5.1 Kompetitionsexperimente mit [3H]Uracil  
 
Die meisten Rezeptorliganden sind nicht als Radioliganden verfügbar. Daher ist es nicht 
möglich, deren Affinitäten zum Rezeptor direkt zu messen. Die Affinität der potentiellen 
Inhibitoren kann jedoch indirekt gemessen werden, in dem man die Fähigkeit der Liganden 
untersucht, mit dem Radioliganden um die Bindungstelle zu konkurrieren und somit die 
Bindung des Radioliganden an den Rezeptor zu verhindern. In einem Kompetitionsexperi-
ment werden verschiedene Konzentrationen des Kaltliganden eingesetzt, welche mit einer 
konstanten Radioligand-Konzentration um die Bindungsstelle konkurrieren. Die Kompeti-
tionsexperimente werden mit einem Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4) in einem Volumen von 
1,0 mL in Polyethylen-Röhrchen durchgeführt. Es wird eine Verdünnungsreihe von 10 
Konzentrationen der Testsubstanzen in DMSO hergestellt, wobei ein Konzentrationsbe-
reich von drei bis vier Zehnerpotenzen – mit einer gleichmäßigen Streuung um den erwar-
teten Ki-Wert – abgedeckt werden sollte.  
Der Reaktionsansatz beträgt 1000 µL und setzt sich folgendermaßen zusammen: 
10 µL  Uracil in DMSO (unspezifische Bindung) bzw.  
  DMSO (Gesamtbindung) bzw. Testsubstanz in DMSO 
790 µL  Tris (50 mM, pH 7,4) 
100 µL  [3H]Uracil [5 nM] 
  100 µL  Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial)       
 
Zunächst werden je 10 µL der Testsubstanz in entsprechender Konzentration sowie DMSO 
zur Bestimmung der Gesamtbindung und Uracil (100 µM Endkonzentration) zur Bestim-
mung der unspezifischen Bindung in PE-Reagenzgläser vorgelegt. Es werden immer Drei-
fachbestimmungen durchgeführt. Als nächstes werden 790 µL auf RT temperierter Inkuba-
tionspuffer – 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 – sowie 100 µL von der zuvor hergestellten Ra-
dioligand-Lösung hinzupipettiert. Zum Schluß werden 100 µL der Proteinsuspension, 
50 µg Protein enthaltend,  zugegeben und nach gutem Durchmischen 5 h bei 37°C im 
Schüttelwasserbad inkubiert. Nach der Inkubationszeit wird der Bindungsassay mit einem 
Zellharvester über einen zuvor mit kaltem Tris-Puffer befeuchteteten GF/B-Glasfaserfilter 
filtriert und dreimal mit je 1 mL eiskaltem Tris-Puffer  nachgespült. Die Filter werden nach 
dem Ausstanzen in 4 mL Szintillationsvials überführt und mit je 2,5 mL Ultima-Gold-
Szintillations-Cocktail versetzt. Nach einer Präinkubation von 9 h wird die Radioaktivität 
durch Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. 
 
Die Kompetitionsexperimente werden mit dem Programm PRISM® ausgewertet. Die Da-
ten werden mittels nichtlinearer Regression analysiert. Die Verdrängungskurven haben in 
der halblogarithmischen Darstellung einen sigmoidalen Kurvenverlauf (Abb. 7.5). 
























Abb. 7.5:  Ein typisches Kompetitionsexperiment 
 
 
Mit steigender Konzentration des Kaltliganden nimmt die Bindung des Radioliganden an 
den Rezeptor ab (Abb. 7.5). Der Bindungsparameter IC50, den man aus diesem Experiment 
erhält, gibt die Konzentration an Kaltligand an, welche eine 50 %ige Hemmung der spe-
zifischen Bindung des Radioliganden an den Rezeptor bewirkt. Die Dissoziationskonstante 
für den Kaltliganden wird als Ki-Wert bezeichnet. Dieser wird aus dem IC50-Wert mithilfe 
der Cheng-Prusoff-Gleichung373 (Gl. 7.1) berechnet. 
 
                            IC50                    
                Ki =                               L   = Konzentration des Radioliganden 
                        1 +  L                    KD = Dissoziationskonstante des Radioliganden 
                               KD 
Gl. 7.2: Berechnung des Ki-Wertes nach Cheng-Prusoff 
 
 
Jedes Kompetitionsexperiment wird – unabhängig voneinander – mindestens dreimal 
durchgeführt und die Ki-Werte als Mittelwerte ± SEM (Standardabweichung des Mittel-
wertes) von n Experimenten in Dreifachbestimmung dargestellt.  
 




HERSTELLUNG DER RADIOLIGAND-LÖSUNG 
 
Zur Herstellung der Radioligand-Lösung wird die berechnete Menge an Puffer (VPuffer) 
vorgelegt und mit der berechneten Radioligand-Menge VRL [µL] versetzt.  
 
Berechnung der  Radioligand-Menge: 
                 nvials • RL-Konz. [nM] • Vges [mL] • spezif. Aktivität des RL [Ci/mmol] • 1000  
VRL [µL] =                                    
cRL [µCi/µL] 
nvials  = Anzahl der vials im Assay 
RL-Konz. = Radioligand-Konzentration im Assay [nM] 
Vges                = Gesamtvolumen des Assays pro vial [mL] 
cRL                = Radioaktivkonzentration [µCi/µL]  
 
Berechnung der Menge des Puffers: 
VPuffer = [Pipettiervolumen an feriger RL-Lösung pro vial [µL] • nvials] - VRL [µL] 
 
 
HERSTELLUNG DER PROTEINSUSPENSION 
 
Zur Herstellung der Proteinsuspension wird die berechnete Menge an Puffer (VPuffer) vor-
gelegt und mit der berechneten Menge an Membranpräparation VMP [µL] versetzt.  
 
Berechnung der Proteinmenge: 
VMP [µL] = nvials • cProtein im Assay [µg] / cMP [µg/mL] 
VMP     = benötigtes Volumen an Membranpräparation 
nvials     = Anzahl der vials im Assay 
cProtein im Assay  = erwünschte Proteinkonzentration im Assay pro vial [µg] 
cMP                = Proteinkonzentration der eingesetzten Membranpräparation [µg/ mL] 
 
Berechnung der Menge des Puffers: 
VPuffer = [Pipettiervolumen an feriger Proteinsuspension pro vial [µL] • nvials] – VMP [µL]  
 




Tab. 7.6: Aufstellung der Assay-Bedingungen für den Standardassay 







1 % DMSO 
1 % 
100 µM               
(1 % DMSO) 
10 µL bzw. 
10 µL bzw. 
10 µL 
Inkubationspuffer Tris, pH 7,4 50 mM 790 µL 
Radioligand [3H]Uracil                   
(KD = 5,0 nM) 











Gesamtvolumen 1000 µL 
 
Inkubationszeit 5 Stunden 




Tab. 7.7: Verdünnungsreihe der Testsubstanzen 
Verdünnungen Herstellung Endkonzentration im Assay 
10 mM Stock-Lsg. - 100 µM 
V 1 150 µL Stock-Lsg + 350 µL DMSO 30 µM 
V 2 150 µL V 1 + 300 µL DMSO 10 µM 
V 3 150 µL V 2 + 350 µL DMSO 3 µM 
V 4 150 µL V 3 + 300 µL DMSO 1 µM 
V 5 150 µL V 4 + 350 µL DMSO 0,3 µM 
V 6 150 µL V 5 + 300 µL DMSO 0,1 µM 
V 7 150 µL V 6 + 350 µL DMSO 0,03 µM 
V 8 150 µL V 7 + 300 µL DMSO 0,01 µM 
V 9 150 µL V 8 + 350 µL DMSO 0,003 µM 
 




7.5.2 Sättigungsexperimente mit [3H]Uracil  
 
Sättigungsexperimente werden durchgeführt, um die Affinität des jeweiligen Radioligan-
den für einen Rezeptor und die Rezeptordichte in einer bestimmten Gewebepräparation zu 
ermitteln. Für die Sättigungsexperimente wird die Membranpräparation (50 µg Kalbs-
Striatum) in Anwesenheit von 0,016-75 nM [3H]Uracil in einem Gesamtvolumen von 
1 mL fünf Stunden bei 37°C im Schüttelwasserbad inkubiert. Zur Bestimmung der unspe-
zifischen Bindung werden 100 µM Uracil eingesetzt. Jede Messung erfolgt in Dreifachbe-
stimmung. Der Reaktionsansatz beträgt 1000 µL und setzt sich folgendermaßen zusam-
men:    
  10 µL  Uracil in DMSO (unspezif. Bindung) bzw.  
   DMSO (Gesamtbindung) 
790 µL  Tris (50 mM, pH 7,4) 
100 µL  [3H]Uracil [0,016-75 nM] 
  100 µL  Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial)    
 
Zunächst wird eine Radioligand-Verdünnungsreihe von 16 Konzentrationen in 50 mM 
Tris-Puffer, pH 7,4 hergestellt (siehe Tabelle 7.5). 10 µL einer 10 mM Uracil-Lösung (in 
DMSO gelöst) – zur Bestimmung der unspezifischen Bindung – bzw. 10 µL DMSO – zur 
Bestimmung der Gesamtbindung – werden in PE-Reagenzgläsern vorgelegt. Nach Zugabe 
von 790 µL Inkubationspuffer werden je 100 µL der zuvor hergestellten Radioligand-Kon-
zentrationen hinzupipettiert. Als letztes werden 100 µL der Proteinsuspension hinzuge-
geben und nach gutem Durchmischen 5 h bei 37°C im Schüttelwasserbad inkubiert. Nach 
der Inkubationszeit wird der Bindungsassay mit einem Zellharvester über einen zuvor mit 
kaltem Tris-Puffer befeuchteteten GF/B-Glasfaserfilter filtriert und dreimal mit je 1 mL 
eiskaltem Tris-Puffer  nachgespült. Die Filter werden nach dem Ausstanzen in 4 mL Szin-
tillationsvials überführt und mit je 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt. 
Nach einer Präinkubation von 9 h werden die Proben je 1 Minute im LSC-Counter gezählt.  
 
Das Sättigungsexperiment wird mit dem Programm PRISM® ausgewertet. Durch Subtrak-
tion der unspezifischen Bindung von der Gesamtbindung wird die spezifische Bindung er-
mittelt, welche in einem Diagramm gegen die eingesetzte Radioligand-Konzentration auf-
getragen wird. Durch nichtlineare Regression der spezifischen Bindung für eine Bin-
dungstelle wird der Bmax-Wert – maximale Anzahl der Rezeptor-Bindungsstellen – und die 
Gleichgewichtsdissoziationskonstante KD berechnet (Abb. 7.6 A). Der KD-Wert ist die 
Konzentration, bei der 50 % der Rezeptoren von dem Radioliganden besetzt sind. Wird die 
Konzentration des Radioliganden weiter erhöht, so wird ein Punkt erreicht, bei der die 
Bindung des Radioliganden nicht weiter ansteigt. Dieser Wert entspricht dem Bmax-Wert 
und ist ein Maß für die Rezeptordichte in der jeweiligen Gewebepräparation.  
 






















Der erhaltene Bmax-Wert, angegeben in cpm (Counts pro Minute), wird mit Hilfe der un-
tenstehenden Gleichung (Gl. 7.2) unter Einbeziehung der spezifischen Aktivität des Radio-
liganden, der eingesetzten Proteinkonzentration, der Counter-Effizienz sowie des Umrech-
nungsfaktors von cpm in Bq in die Rezeptordichte in fmol/mg Protein umgerechnet. 
 
 
Bmax [cpm] • 100 
Bmax [fmol/mg Protein] =                 
                            Effizienz • 2,2 • spezif. Aktivität [Ci/mmol] • Protein [mg] 
 
Gl. 7.2: Umrechnung des Bmax [cpm] in Bmax [fmol/mg Protein] 
 
 


















Abb. 7.6: Sättigungsexperiment. A Sättigungskurve, B Rosenthal-Plot 
 
 
Ein alternativer Weg, um Daten des Sättigungsexperimentes zu visualisuieren, ist die Auf-
tragung der gebundenen Radioligandmenge (RL gebundenen) gegen RLgebunden/ RLfrei nach 
Rosenthal374 (Abb. 7.6 B). Hierbei werden die Daten so transformiert, dass sie durch line-
are Regression ausgewertet werden könnnen. Bindet der Radioligand nur an eine Bin-
dungsstelle, erhält man eine Gerade. Die Steigung der Geraden entspricht -1/KD und der 
Schnittpunkt der Geraden mit der Abszisse gibt den Bmax-Wert wieder. Die Darstellung 
nach Rosenthal eignet sich weniger für die Datenanalyse, als vielmehr zur Verdeutlichung 
der Änderungen des KD-Wertes und des Bmax-Wertes bei unterschiedlichen Versuchs-
bedingungen. Weiterhin weist ein nichtlinearer Rosenthal-Plot auf die mögliche Existenz 
von zwei (oder mehr) Bindungsstellen hin. 
 
A B 




Tab. 7.8: Verdünnungsreihe des Radioliganden [3H]Uracil (ausgehend von 3 mL  




im Assay [nM] 
Herstellung der Verdünnungen 
V 1 750 75 85,5 µL [3H]Uracil + 2914,5 µL 
Tris 
V 2 500 50 aus 2000 µL V 1  + 1000 µL Tris 
V 3 375 37,5 aus 2250 µL V 2  +   750 µL Tris 
V 4 250 25 aus 2000 µL V 3  + 1000 µL Tris 
V 5 150 15 aus 1800 µL V 4  + 1200 µL Tris 
V 6 100 10 aus 2000 µL V 5  + 1000 µL Tris 
V 7 50 5 aus 1500 µL V 6  + 1500 µL Tris 
V 8 25 2,5 aus 1500 µL V 7  + 1500 µL Tris 
V 9 12,5 1,25 aus 1500 µL V 8  + 1500 µL Tris 
V 10 7,5 0,75 aus 1800 µL V 9  + 1200 µL Tris 
V 11 5 0,25 aus 2000 µL V10 + 1000 µL Tris 
V 12 2,5 0,125 aus 1500 µL V11 + 1500 µL Tris 
V 13 1,25 0,0125 aus 1500 µL V12 + 1500 µL Tris 
V 14 0,625 0,0625 aus 1500 µL V13 + 1500 µL Tris 
V 15 0,3125 0,03125 aus 1500 µL V14 + 1500 µL Tris 
V 16 0,15625 0,015625 aus 1500 µL V15 + 1500 µL Tris 
 
 
7.5.2.1 Sättigungsexperimente in Anwesenheit eines stabilen GTP-Analogen 
 
Zur Durchführung von Sättigungsexperimenten in Anwesenheit eines stabilen GTP-Ana-
logen (Gpp(NH)p) wird zunächst, wie bereits im Abschnitt 7.5.2 beschrieben, eine Radioli-
gand-Verdünnungsreihe mit 16 verschiedenen Konzentrationen hergestellt. Der Reaktions-
ansatz beträgt 100 µL und setzt sich folgendermaßen zusammen:  
 10 µL  Uracil in DMSO (unspezif. Bindung) bzw. DMSO (Gesamtbindung) 
790 µL  Tris (50 mM, pH 7.4) 
100 µL  [3H]Uracil [0,016-75 nM] 
100 µL  Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial) bzw.  
   Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial) mit Gpp(NH)p (100 µM Endkonz.)  
 
Es werden jeweils in Dreifachbestimmungen 10 µL DMSO (1 % im Assay) für die Ge-
samtbindung sowie 10 µL Uracil (100 µM Endkonzentration in DMSO) zur Bestimmung 
der unspezifischen Bindung in Polyethylen-Röhrchen vorgelegt. Danach folgt die Zugabe 
von 790 µL Tris-Puffer (50 mM, pH 7,4) und 100 µL [3H]Uracil in der jeweiligen Konzen-
tration. Neben der Herstellung der üblichen, 50 µg Protein pro Vial enthaltenden, Protein-
suspension (siehe Abschnitt 7.5.1) wird eine weitere Proteinsuspension hergestellt, welche 
Gpp(NH)p enthält. Dazu wird das Protein mit Guanylylimidodiphosphat (Gpp(NH)p) 20 




Minuten bei 37°C im Schüttelwasserbad vorinkubiert und danach im Eisbad auf 4°C abge-
kühlt. Je 100 µL der Proteinsuspensionen werden in die PE-Reagenzgläser hinzupipet-
tiert, so dass die Gesamt- und die unspezifische Bindung jeweils in Triplets zu jeder Radio-
ligand-Konzentration parallel einmal mit Gpp(NH)p (100 µM Endkonzentration im Assay) 
und einmal ohne Gpp(NH)p bestimmt wird. Untenstehend ist das Pipettierschema beispiel-
haft für ein  48er rack dargestellt: 
 
 
RG  37-48: Uracil 100 µM 
37/38/39   40/41/42   43/44/45   46/47/48   
RL-Verd. 7                  RL-Verd. 8                    RL-Verd. 7              RL-Verd. 8   
                                                                         [---------------mit Gpp(NH)p----------------] 
 
RG 25-36:  DMSO 
25/26/27   28/29/30   31/33/33   34/35/36   
RL-Verd. 5                 RL-Verd. 6                    RL-Verd. 5                RL-Verd. 6   
        [---------------mit Gpp(NH)p----------------] 
 
RG 13-24: Uracil 100 µM 
13/14/15   16/17/18   19/20/21                   22/23/24        
RL-Verd. 3                  RL-Verd. 4                    RL-Verd. 3               RL-Verd. 4   
                                                                         [---------------mit Gpp(NH)p----------------] 
 
RG 1-12:  DMSO 
1/2/3    4/5/6    7/8/9    10/11/12        
RL-Verd. 1                  RL-Verd. 2                    RL-Verd. 1                RL-Verd. 1   




Der Bindungsassay wird 5 h bei 37°C inkubiert und anschließend mit einem Zellharvester 
unter Verwendung eines GF/B-Glasfaserfilters filtriert. Die Filter werden dreimal mit je 
ein mL eiskaltem Tris-Puffer, pH 7,4 nachgespült, nach dem Ausstanzen in Szintillations-
vials überführt und mit 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt. Die Proben 
werden 9 h präinkubiert und die Radioaktivität je eine Minute im LSC-Counter bestimmt. 
Die GTP-Shift-Experimente werden mit dem Programm PRISM® analog wie die bereits im 
Abschnitt 7.5.2 beschriebenen Sättigungsexperimente analysiert. 




7.5.3 Kinetische Experimente mit [3H]Uracil 
 
Kinetische Experimente, Assoziations- und Dissoziationsexperimente umfassend, werden 
durchgeführt, um die Geschwindigkeit einer Rezeptor-Ligand-Interaktion zu charakterisie-
ren. Mit Assoziationsexperimenten wird die zeitabhängige Bindung des Radioliganden an 
den jeweiligen Rezeptor analysiert. Dissoziationsexperimente hingegen geben Aufschluss 
über den zeitabhängigen Zerfall der Rezeptor-Ligand-Komplexe. Aus den kinetischen Pa-
rametern kon und koff  kann der kinetische KD-Wert berechnet werden, welcher mit dem KD-
Wert aus den Sättigungsexperimenten übereinstimmen sollte375,376,377. 
 
 
7.5.3.1 Assoziations-Experimente mit [3H]Uracil  
 
Zur Bestimmung des kinetischen Parameters kon sowie der minimal erforderlichen Inkuba-
tionsdauer bis zur Gleichgewichtseinstellung in einer Bindungsstudie mit [3H]Uracil wird 
ein Assoziationsexperiment durchgeführt. Die Kalbs-Striatum-Membranen werden mit 
5 nM [3H]Uracil über 23 verschiedene Zeitspannen (0,5-660 Minuten) bei 37°C im Schüt-
telwasserbad inkubiert. Die unspezifische Bindung wird in Gegenwart von 100 µM Uracil 
bestimmt. Der Reaktionsansatz beträgt 1000 µL und setzt sich folgendermaßen zusammen: 
  10 µL  DMSO 
790 µL  Tris (50 mM, pH 7.4) 
100 µL  Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial)           
100 µL  [3H]Uracil in DMSO (zeitversetzte Zugabe) 
 
Zunächst werden 10 µL DMSO − zur Bestimmung der Gesamtbindung – in PE-Reagenz-
gläser vorgelegt und dann 790 µL Inkubationspuffer (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4) und 
100 µL der Proteinsuspension pro Reagenzglas hinzugegeben. Als letztes wird die Radioli-
gand-Lösung (100 µL pro Vial) zeitversetzt, exakt nach 0,5 / 1 / 2 / 5 / 7 / 10 / 20 / 30 / 
60 / 90 / 120 / 150 / 180 / 210 / 240 / 270 / 300 / 360 / 420 / 480 / 540 / 600 und 660 Mi-
nuten, in inverser Reihenfolge (also mit 660 Minuten beginnend) hinzupipettiert und das 
Gemisch bei 37°C im Schüttelwasserbad inkubiert. Bei der Bestimmung der unspezifi-
schen Bindung  mit 100 µM Uracil erfolgt die Zugabe des Radioliganden bei 660 Minu-
ten, also zu Beginn des Experimentes. Es werden jeweils für jeden Messzeitpunkt Drei-
fachbestimmungen durchgeführt. Zum Zeitpunkt t = 0 wird der Bindungsassay mit einem 
Zellharvester über GF/B-Glasfaserfilter filtriert. Die Filter werden dreimal mit je 1 mL eis-
kaltem Tris-Puffer gewaschen und nach dem Ausstanzen in 4 mL Szintillationsvials über-
führt und mit je 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt. Nach einer Präinku-
bation von 9 h wird die Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. 
 
Die erhaltenen Daten werden mit Hilfe der Software PRISM® (One phase exponential as-
sociation) analysiert. Die spezifische Bindung wird durch Subtraktion der unspezifischen 
Bindung von der Gesamtbindung ermittelt. Der kinetischer Parameter kob und die Halb-




wertszeit t½  (Abb. 7.7) werden durch nichtlineare Regression der spezifischen Bindung für 














Abb. 7.7: Assoziationsexperiment 
 
 
7.5.3.2 Dissoziations-Experimente mit [3H]Uracil  
 
Zur Bestimmung des kinetischen Parameters koff wird ein Dissoziationsexperiment durch-
geführt. Der Reaktionsansatz beträgt 1000 µL und setzt sich folgendemaßen zusammen:  
 790 µL  Tris (50 mM, pH 7.4) 
100 µL  Kalbs-Striatum (50 µg Protein/Vial)           
100 µL  [3H]Uracil (5 nM)    
  10 µL  Uracil (100 µM Endkonzentration in DMSO), (zeitversetzte Zugabe)                              
 
Zunächst wird das Protein, 50 µg Kalbs-Striatum pro Vial enthaltend, mit [3H]Uracil 
(5 nM) in Inkubationspuffer 5 h bei 37°C im Schüttelwasserbad – bis zur Einstellung des 
Gleichgewichtes – vorinkubiert. Zur Bestimmung der Gesamtbindung wird in drei PE-Rea-
genzgläsern zusätzlich DMSO (Endkonzentration 1 %) vorgelegt und wie oben vorinku-
biert. Anschließend wird der Kaltligand Uracil in einer Endkonzentration von 100 µM 
zeitversetzt nach exakt 0,5 / 1 / 1,5 / 2 / 3 / 5 / 7 / 10 / 20 / 30 / 60 / 90 / 120 / 150 / 180 / 
210 / 240 / 250 / 270 / 330 / 360 / 420 / 480 Minuten in inverser Reihenfolge (d.h. mit 480 
Minuten beginnend) dazugegeben. Beim Zeitpunkt t = 0 wird der Assay über einen zuvor 
mit kaltem Tris-Puffer befeuchteten Glasfaserfilter GF/B filtriert und dreimal mit je 1 mL 
eiskaltem Tris-Puffer nachgewaschen. Die Filter werden ausgestanzt, in Szintillationsvials 
überführt und mit je 2,5 mL Szintillations-Cocktail (UltimaGoldTM ) versetzt. Nach einer 
Präinkubation von 9 h werden die Vials je 1 Minute im LSC-Counter gezählt. Die Disso-
ziationsexperimente werden mit Hilfe der Software PRISM® (One phase exponential de-
cay) analysiert. Bei nur einer Bindungsstelle verläuft die Dissoziationskurve exponentiell 
(Abb. 7.8). Der kinetischer Parameter koff wurde durch nichtlineare Regression der Ge-
samtbindung für eine einphasige exponentielle Dissoziation berechnet. 
 



















Abb. 7.8: Dissoziationsexperiment  
 
 
Unter Einbeziehung der experimentell – aus der nichtlinearen Regressionsanalyse – ermit-
telten Konstante kob, der aus dem Dissoziationsexperiment ermittelten Dissoziationsge-
schwindigkeitskonstante koff  und der eingesetzten Radioligand-Konzentration cRL kann die 





kon (M-1min-1) = [kob (min-1) – koff (min-1)] / cRL (M) 
 
Gl. 7.3: Berechnung der Assoziationskonstante kon 
 
 
Schließlich kann aus den beiden zuvor ermittelten Konstanten koff und kon der kinetische 
KD-Wert nach Gleichung 7.4 berechnet werden: 
 
 
KD (M) = koff (min-1) / kon (M-1min-1) 
 
Gl. 7.4: Berechnung des kinetischen KD-Wertes 




7.5.4 Zentrifugationsassays  
 
7.5.4.1  Zentrifugationsassay mit [3H]Uridin 
 
Die Zentrifugationsassays mit [3H]Uridin werden in Anlehnung an Kovacs et al. (2003)258 
durchgeführt. Der Reaktionsansatz beträgt 1700 µL und setzt sich folgendermaßen zusam-
men: 
    17  µL  DMSO bzw. Uridin (100 µM Endkonzentration in DMSO) 
233  µL  Inkubationspuffer (145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 1 mM    
  MgCl2, 10 mM Glucose, 20 mM HEPES, pH 7,5) 
  100   µL  [3H]Uridin [Endkonz.: 10 nM] 
 1350  µL  Proteinsuspension aus Ratten-Cortex (1000 µg Protein/Vial)  
 
Die in ´safe-lock´ Eppendorfgefäße pipettierten Ansätze werden 60 Minuten auf Eis (4°C) 
inkubiert und anschließend 3 Minuten bei 18.900 g zentrifugiert, um den gebundenen und 
freien Radioliganden voneinander zu trennen. Der Überstand wird abpipettiert und das Pel-
let zweimal mit ca. 500 µL eiskaltem Puffer (145 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 
1 mM MgCl2, 10 mM Glucose, 20 mM HEPES, pH 7,5) gewaschen. Das Pellet wird in 50 
µL Puffer A, 100 µM Uridin enthaltend, resuspendiert. Die Suspensionen werden in Szin-
tillationsvials überführt und mit 1500 µL SolvableTM solubilisiert. Die Proben werden mit 
10 mL Szintillationscocktail (Ultima GoldTM) versetzt und nach einer Präinkubation von 
9 h im LSC-Counter vermessen. 
 
 
7.5.4.2 Zentrifugationsassay mit [3H]Phenacyluridin 
 
Der Reaktionsansatz (1000 µL) setzt sich wie folgt zusammen: 
    25  µL  DMSO bzw. Phenacyluridin (100 µM Endkonzentration in DMSO) 
  608  µL  Inkubationspuffer (50 mM Tris, pH 7,4) 
  100   µL  [3H ]Phenacyluridin [Endkonz.: 5 nM] 
   267  µL  Proteinsuspension aus Ratten-Striatum bzw  
   Ratten-Cortex (800 µg Protein/Vial)  
 
Abweichend zu der oben beschriebenen Vorgehensweise werden die Ansätze nach der In-
kubation 5 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert. Der Überstand wird abgetrennt und das Pel-
let zunächst mit 1000 µL 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 und ein weiteres Mal mit 500 µL 
Tris-Puffer gewaschen. Das Pellet wird in 50 µL Puffer, 100 µM Uridin enthaltend, resus-
pendiert und die Suspension in 50 µL 10 %iger SDS-Lösung solubilisiert. Die Proben wer-
den in 4 mL Szintillationsvials mit 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt 
und die Radioaktivität im LSC-Counter bestimmt. 




7.5.5 Bestimmung von cyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) 
 
Die Bestimmung der cAMP-Konzentration erfolgt mit einem kommerziell erhältlichen 
[³H]cAMP-Kit von Amersham Biosciences (TRK432 Cyclic AMP [³H]assay Biotrak sys-
tem). Die Wirkung von Uracil auf die cAMP-Akkumulation wird in Gegewart und in Ab-




7.5.5.1 cAMP-Versuche mit NG108-15-Zellmembranpräparationen 
 
Verwendete Puffer: 
• Puffer I 
 Tris-Puffer 50 mM, pH 7,4, 4 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 5 µM GTP,  
 30 µM Rolipram 
• Puffer II mit Forskolin 
Tris-Puffer 50 mM, pH 7,4, 4 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 5 µM GTP,  
30 µM Rolipram, 10 mM ATP, 100 µM Forskolin, 25 % DMSO 
• Puffer II ohne Forskolin 
Tris-Puffer 50 mM, pH 7,4, 4 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 5 µM GTP,  
30 µM Rolipram, 10 mM ATP, 25 % DMSO 
• Puffer III 
Tris-Puffer 50 mM, pH 7,4, 4 mM EDTA, 10 mM MgCl2, 5 µM GTP,  
30 µM Rolipram, 10 mM ATP, 100 µM Forskolin  
 
 
Tab. 7.9: Verdünnungsreihe der Testsubstanzen für den cAMP-Versuch 
Verdünnung Herstellung der Verdünnungen Endkonz. im Assay 
1 mM Stock --- 100 µM 
V 1 30 µL 1mM Stock + 90 µL Puffer III 25 µM (25 % DMSO) 
V 2 40 µL + 60 µL Puffer II 10 µM 
V 3 30 µL + 70 µL Puffer II 3 µM 
V 4 30 µL + 60 µL Puffer II 1 µM 
V 5 30 µL + 70 µL Puffer II 0,3 µM = 300 nM 
V 6 30 µL + 60 µL Puffer II 0,1 µM = 100 nM 
V 7 30 µL + 70 µL Puffer II 0,03 µM = 30 nM 
V 8 30 µL + 60 µL Puffer II 0,01 µM = 10 nM 
V 9 30 µL + 70 µL Puffer II 0,003 µM = 3nM 
V 10 30 µL + 60 µL Puffer II 0,001 µM = 1 nM 
V 11 30 µL + 70 µL Puffer II 0,0003 µM = 0,3 nM 




Vorbereitung des Zellmaterials: 
60 Dishes – 80 % konfluent bewachsen mit NG108-15-Zellen – werden vom Medium 
befreit, mit 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 versetzt und mit dem Zellschaber abgelöst. Die 
Zellsuspension wird homogenisiert und 10 Minuten bei 1.000 g und 4°C zentrifugiert. Der 
Überstand wird vorsichtig abpipettiert, das Pellet verworfen und der Überstand 20 Minuten 
bei 35.000 g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird erneut 20 Minuten unter 
denselben Bedingungen zentrifugiert. Schließlich wird das Pellet in 3 mL Puffer I aufge-
nommen und mit dem Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert. Je 10 µL Testsubstanz 
werden in der jeweiligen Konzentration, verdünnt in Puffer II, vorgelegt und mit 90 µL der 
hergestellten Membransuspension versetzt. Die Inkubationsansätze werden 20 Minuten im 
Schüttelwasserbad bei 37°C inkubiert. Als Kontrollen werden zum einen 10 µL Puffer II 
mit Forskolin und zum anderen 10 µL Puffer II ohne Forskolin ebenfalls mit 90 µL der 
Membransuspension inkubiert. In dieser Inkubationszeit soll die cAMP-Stimulierung 
durch Forskolin und bei Agonisten Gi-gekoppelter Rezeptoren eine Inhibierung der Adeny-
latcyclase durch die Testsubstanz stattfinden. Die Reaktion wird durch Erhitzen des Re-
aktionsansatzes auf 98 °C für 2 min. abgestoppt, wodurch eine Koagulation des Proteins 
erreicht wird. Der Ansatz wird 15 Minuten bei 5.000 g und 4°C zentrifugiert. Das Protein 
wird abgetrennt und der Überstand dem Assay unterzogen. 
  
Herstellung der Reagenzien380: 
• Die Tris-EDTA-Puffermischung wird in 25,0 mL reinem Wasser gelöst. Man erhält ei-
nen TRIS-EDTA-Puffer der Konzentration 0,05 M Tris mit 4 mM EDTA, pH 7,5.  
• Das cAMP-bindende Protein wird in 15,0 mL reinem Wasser suspendiert. 
• Der nicht radioaktiv markierte cAMP-Standard wird in 5,0 mL reinem Wasser gelöst.  
• Der gefriergetrocknete RL [8-3H]cAMP wird in 10,0 mL reinem Wasser gelöst.  
• Das Kohleadsorbens wird in 20,0 mL eiskaltem reinem Wasser suspendiert und in ei-
nem Eiswasserbad unter Rühren gekühlt. 
 
Durchführung der Bindungsstudie: 
Die Versuche werden in Eppendorfreaktionsgefäßen bei 0°C im Eiswasserbad durch-
geführt. Der Reaktionsansatz beträgt 200 µL und setzt sich folgendermaßen zusammen: 
  50 µL  Testsubstanz / TRIS-EDTA-Puffer / Standard 
100 µL [3H]cAMP-Lösung 
  50 µL  Bindeprotein 
Zur Durchführung des Assays werden je 50 µL der aus der Aufarbeitung des Zellmaterials 
stammenden Proben in Eppendorfreaktionsgefäße, die in einem Eiswasserbad gestanden 
haben, pipettiert. Anschließend werden je 50 µL radioaktiv markiertes [3H]cAMP hinzuge-
geben. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 µL eines für cAMP spezifischen Bin-
dungsproteins gestartet. Nach gutem Durchmischen werden die Reaktionsansätze 2 h lang 
auf einem Eisbad bei 2-8°C (Kühlschrank) inkubiert. Die bekannten cAMP-Proben der 
Standardkurve (1, 2, 4, 8, 16 pmol cAMP/Vial) sowie die TRIS-EDTA-Puffermischung als 
Kontrolle werden genauso behandelt. Nach der Inkubation werden 100 µL gekühltes 




Trennreagenz („charcoal“-Suspension, Kohlesuspension) zum Inkubationsansatz gegeben 
und durchmischt, sodass das freie cAMP adsorbiert und damit von dem gebundenen 
getrennt werden kann. Die Eppendorfreaktionsgefäße werden in der vorgekühlten Tisch-
zentrifuge zwei Minuten bei 2°C und 12.000 g zentrifugiert. Von dem Überstand werden 
vorsichtig, ohne das Pellet zu berühren, je 200 µL abpipettiert und in 20 mL-Szintillations-
vials überführt. Die Proben werden mit 10 mL Ultima Gold-Szintillations-Cocktail ver-
setzt, gut durchmischt und im LSC-Counter vermessen. 
 
 














1/2 150 µL --- --- 50 µL --- Kontrolle I 
3/4 50 µL --- --- 50 µL 100 µL Kontrolle II 
5/6 --- 50 µL --- 50 µL 100 µL 1 pmol standard 
7/8 --- 50 µL --- 50 µL 100 µL 2 pmol standard 
9/10 --- 50 µL --- 50 µL 100 µL 4 pmol standard 
11/12 --- 50 µL --- 50 µL 100 µL 8 pmol standard 
13/14 --- 50 µL --- 50 µL 100 µL 16 pmol standard 
15/16 etc. --- --- 50 µL 50 µL 100 µL Proben 
 
  




7.5.5.2 cAMP-Versuche mit intakten NG108-15-Zellen 
 
Verwendete Puffer 
• Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4                                           
       130 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 4,0 mM NaHCO3, 1,2 mM KH2PO4, 1,2 mM MgSO4,    
       1,8 mM CaCl2x2H2O, 11,5 mM Glucose, 10 mM HEPES,  
       0,1 % BSA (frisch zusetzen!) 
• Vorinkubationspuffer:  
Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4, ADA 1 U/ml, Ro20-1724 (4-(3-But-
oxy-4-methoxyphenyl)methyl-2-imidazolidon) 100 µM;  
 IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine) 100 µM 
• Puffer II mit Forskolin: 
 Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4, 100 µM Forskolin, 25 % DMSO 
• Puffer II ohne Forskolin (als Nullwert): 
 Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4, 25 % DMSO 
• Puffer III: Krebs-Ringer-HEPES-Puffer, pH 7,4, 100 µM Forskolin 
 
Vorbereitung des Zellmaterials    
Eine mit NG 108-15 Zellen 80 % konfluent bewachsene große Zellkultur-Flasche wird 
vom Medium befreit und die Zellen werden mit 38,5 mL Medium abgelöst. 9,6 mL dieser 
Zellsuspension werden in ein Falcon-Gefäß überführt und mit 28,9 ml Medium versetzt, 
sodass dadurch eine 1:8-Verdünnung der Zellsuspension erreicht wird. 
 
In eine 48well-Mikrotiterplatte werden 200 µL Medium pro well pipettiert. Von der herge-
stellten Zellsuspension werden je 100 µL pro well dazugegeben und die Zellen im Brut-
schrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert bis die Mikrotiterplatte mit den NG108-15 voll 
bewachsen ist. Das alte Medium wird abpipettiert und die Zellen zweimal mit je 200 µL 
Krebs-Ringer-Hepes-Puffer gewaschen. Als nächstes werden pro well 180 µL Vorinkuba-
tionspuffer hinzupipettiert und die Zellen 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. 
Anschließend werden je 20 µL der Testsubstanz in der jeweiligen Konzentration hinzu-
pipettiert und erneut 10 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Daneben werden als 
Kontrollen je 20 µL Puffer II jeweils mit und ohne Forskolin mit den Zellen inkubiert. 
Durch Abpipettieren des Puffers wird die Reaktion gestoppt. Um die Zellen zu lysieren, 
werden pro well 200 µL 0,1 N HCl hinzugegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur in-
kubiert. Danach erfolgt die Neutralisation mit 20 µL 1 M NaOH-Lösung. Nach der Zugabe 
von 220 µL Tris-EDTA-Lsg. (im cAMP-Fertigkit enthalten) werden je 50 µL vom dem 
Zelllysat  im Assay eingesetzt. 
 
Die Herstellung der Reagenzien sowie die Durchführung der Bindungsstudien erfolgt ana-
log wie im vorherigen Abschnitt 7.5.7.1 bereits beschrieben.   
 




Die Auswertung der Experimente erfolgt mit den Programmen EXCEL® und PRISM®. 
Die erhaltenen Werte der Radioaktivität (cpm) für den Nullwert (50 µL [3H]cAMP + 
150 µL Tris-EDTA-Puffer, Vial 1/2, siehe Tab. 7.10) werden gemittelt und von dem Mit-
telwert der Gesamtbindung an das Bindeprotein (50 µL [3H]cAMP + 50 µL Tris-EDTA-
Puffer + 100 µL Bindeprotein; Vial 3/4) subtrahiert. Der so erhaltene C0-Wert ist der Wert 
der Radioaktivität (cpm) des [3H]cAMP-Protein-Komplexes in Abwesenheit von nicht-
markiertem cAMP. Aus den cpm-Werten der Standards (Vial 5-14) und der Proben werden 
ebenfalls die Mittelwerte gebildet. Nach Subtraktion des C0-Wertes werden die jeweiligen 
CX-Werte erhalten, welche die Bindung des Radioliganden an das Bindeprotein in Anwe-
senheit von nicht-markiertem cAMP darstellen. 
 
Die CX-Werte der Standards werden durch den C0-Wert geteilt und der Quotient C0 / CX  
gegen den cAMP-Wert aufgetragen, sodass mit den bekannten Mengen an nicht-
markiertem cAMP eine Standardkurve (Abb. 7.9) erstellt werden kann. Der Konzentra-
tionsbereich der Eichkurve liegt zwischen 1-16 pmol cAMP. Mithilfe der Standardkurve 
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Abb. 7.9: Typische cAMP-Standardkurve  
 
Die maximal produzierte cAMP-Menge – ermittelt mit der Positivkontrolle (Puffer II mit 
Forskolin ohne Testsubstanz) – wird gleich 100 % gesetzt und die errechneten cAMP-
Mengen der Proben werden damit verglichen. Die Inhibition der Forskolin-stimulierten 
Adenylatcyclase durch die Testsubstanzen wird dann in einem Diagramm dargestellt, wo-
bei die „Relative Menge der produzierten cAMP-Menge [%]“ gegen die Testsubstanz-
Konzentration aufgetragen wird. 






Die [35S]GTPγS-Radioligand-Bindungsstudien dienen zur Untersuchung der Funktionalität 
eines Liganden an einem G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Hierbei wird die Affinität des 
hydrolysestabilen, radioaktiv markierten GTP-Analogen Guanosin-5'-[γ-35S]triphosphat 
([35S]GTPγS) zur Gα-Untereinheit des G-Proteins ermittelt. 
 
Inkubationspuffer: 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,  
    5 mM MgCl2, 1 mM DDT, 10 µM GDP, 0,5 % BSA 
 
Der Reaktionsansatz beträgt 200 µL und setzt sich folgendermaßen zusammen: 
10 µL  GTPγS 10 µM Endkonzentration im Assay (in DMSO 20 %/Tris-Puffer 
80 %) bzw.  
  DMSO 20 %/Tris-Puffer 80 %  bzw.  
  Testsubstanz (in DMSO 20 %/Tris-Puffer 80 %) 
150 µL  Inkubationspuffer 
     20 µL  [35S]GTPγS (Endkonzentration: 0,5 nM in Inkubationspuffer)  
   20 µL   hCHO-A1-Zellmembranpräparation (5 µg/vial in Inkubationspuffer)          
 
Zunächst werden je 10 µL der Testsubstanz in entsprechender Konzentration sowie 
20 %ige DMSO-Lösung zur Bestimmung der Gesamtbindung und GTPγS (10 µM End-
konzentration) zur Bestimmung der unspezifischen Bindung in Polyethylen-Reagenzgläser 
vorgelegt. Es werden immer Dreifachbestimmungen durchgeführt. Als nächstes werden 
150 µL Inkubationspuffer (s.o.) sowie 20 µL der zuvor hergestellten Radioligand-Lösung 
hinzupipettiert. Zum Schluß werden 20 µL der Proteinsuspension, 5 µg Protein enthal-
tend, zugegeben und nach gutem Durchmischen eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach der Inkubationszeit werden die Ansätze mit einem Zellharvester über einen 
GF/B-Glasfaserfilter filtriert und dreimal mit je 1 mL Waschpuffer (50 mM Tris-Puffer, 
5 mM MgCl2) nachgespült. Die Filter werden nach dem Ausstanzen in 4 mL Szintilla-
tionsvials überführt und mit je 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt. Nach 
einer Präinkubation von 9 h wird die Radioaktivität durch Flüssigkeitsszintillationszählung 
bestimmt. 
 





Tab. 7.12: Verdünnungsreihe der Testsubstanzen für GTPγS-Bindungsstudien 
                 (1:20-Verdünnung) 
Verdünnung Herstellung der Verdünnungen Endkonz. im Assay  
10 mM Stock -  
V 1 10 µL  10 mM Stock + 40 µL Tris-Puffer  100 µM  
V 2 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 10 µM 
V 3 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 1 µM 
V 4 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 100 nM 
V 5 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 10 nM 
V 6 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 1 nM 
V 7 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 0,1 nM 
V 8 10 µL + 90 µL DMSO 20 % 0,01 nM 
 
 
Herstellung der Radioligand-Lösung 
 
Vor Beginn der Experimente wird eine 1:1000 Verdünnung des Radioliganden [35S]GTPγS 
in 10 mM Tricin/1 mM Dithiothreitol (DTT) hergestellt, die in Aliquots zu 0,5 mL und 1,0 
mL bei – 25 °C gelagert wird.  
 
Da Schwefel-35 eine kurze Halbwertszeit von 87,4 Tagen hat, muß vor jedem Assay die zu 
diesem Zeitpunkt noch vorhandene spezifische Aktivität sowie die Radioaktivkonzen-
tration berechnet werden. Ausgangspunkt für die Berechnungen sind die vom Hersteller 
angegebenen Werte für die spezifische Bindung und die Radioaktivkonzentration zu einem 
Kalibrierdatum. Ausgehend von diesen Werten können die aktuellen Werte berechnet wer-
den. Zunächst wird der Unterschied [in Tagen] zwischen dem „Kalibrierdatum“ und dem 
Datum, an dem der Assay durchgeführt wird, berechnet und der Zahlenwert 0,9921 mit 
diesem Wert potenziert:  
 
Assaydatum - Kalibrierdatum: d (Tage) = X 
DF = 0,9921X  
 
 
Durch Multiplikation des DF-Wertes mit der Radioaktivkonzentration zum Zeitpunkt der 
Kalibrierung (Ar) wird die Radioaktivkonzentration zum Zeitpunkt t (At) berechnet:  
  
At = Ar [mCi/mL] • DF = Y mCi/mL 
 
Durch die zu Anfang durchgeführte 1:1000-Verdünnung (s.o.) beträgt die tatsächliche Ra-
dioaktivkonzentration an dem „Assaydatum“: 
 
    Y    
 mCi/mL 




                DF 
Anzahl der Vials • 0,5 nmol/L • SAt [Ci/mmol] • Gesamtvolumen pro Vial [mL] 
nmol • Ci • mL • mL
L • mmol • mCi
nmol • 1000 mCi • mL • mL
Radioligandkonzentration zum Assaydatum At [mCi/mL] 
 1000 mL • 1000000 nmol • mCi 
1 / SAr [Ci/mmol] - (1-DF) / 1498 
Die zum Zeitpunkt t vorhandene spezifische Aktivität (SAt) wird ebenfalls unter Zuhilfe-




SAt =                                         =  Z Ci/mmol   
     
 
         
 
Zur Herstellung einer Radioligand-Lösung der Endkonzentration 0,5 nM im Assay 
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       =  K 10-6 mL 
       
       =  K µL 
 
Es müssen insgesamt  K µL [35S]GTPγS-Aliquot eingesetzt werden. Da 20 µL Radioli-
gandlösung pro Vial verwendet werden, berechnet sich das Gesamtvolumen der Radioli-
gandlösung zu: 20 µL • Anzahl der Vials = L µL. Dementsprechend beträgt das Volumen 
an Inkubationspuffer: L µL - K µl = M µL. 
 
 




Herstellung der Proteinsuspension 
 
Zur Herstellung der Proteinsuspension wird die berechnete Menge an Inkubationspuffer 
vorgelegt und mit dem berechneten Volumen an Membranpräparation versetzt. Da in dem 
Assay 5 µg Protein pro Vial eingesetzt werden sollen und das Pipettiervolumen pro Vial 
20 µL beträgt, berechnet sich das benötigte Volumen an Membranpräparation (VMP) zu: 
 
VMP [µL] = nVials • 5 µg Protein / cMP [µg/µL]  
 
und das benötigte Volumen an Inkubationspuffer (VPuffer) zu: 
  
VPuffer = (20 µL • nvials) - VMP [µL]   , 
 
 
wobei nvials = Anzahl der Vials und cMP  = Proteinkonzentration der eingesetzten Mem-
branpräparation [µg/mL] ist. 
 
 
Auswertung der GTPγS-Experimente  
 
Die Experimente werden mit den Programmen Excel® und PRISM® ausgewertet.  Als ers-
tes wird von dem Mittelwert der in Gegenwart von DMSO ermittelten Gesamtbindung der 
Mittelwert der in Gegenwart von GTPγS ermittelten unspezifischen Bindung subtrahiert. 
Der Zahlenwert (cpm) dieser Differenz wird gleich 100 % und die unspezifische Bindung 
gleich 0 % gesetzt. Die in Gegenwart der Testsubstanz ermittelte spezifische Bin-
dung, welche sich ebenfalls aus der Differenz von Gesamtbindung minus unspezifischer 
Bindung errechnet, wird auf diesen Basalwert (100 %) bezogen und gegen die Testsub-
stanz-Konzentration [M] aufgetragen.  
 






Durch die Ultrazentrifugation eines Stoffgemisches auf einem Sucosegradienten lassen 
sich einzelne Moleküle anhand ihrer Dichte und ihrer spezifischen Sedimentationsge-
schwindigkeit voneinander trennen. Moleküle mit hoher Dichte werden dabei durch die 
Gravitationskraft weiter transportiert, als Moleküle mit niedrigerer Dichte. Die Technik der 
Dichtegradientenzentrifugation fand erstmals große Beachtung durch das Experiment von 
Meselson, Stahl und Vinograd, denen es gelang, die semikonservative Replikation der 
DNA zu bewiesen304. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode der Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation 
zur Anreicherung der Uracil-Bindungsstellen aus Ratten-striatum-Gewebe angewendet.  
Alle Versuche wurden bei 0-4°C durchgeführt. 
 
Mit einer Pasteur-Pipette werden in 5 ml-Ultrazentrifugationsröhrchen ein aus drei Kon-
zentrationen bestehender Sucrosegradient aufgebaut. Zuunterst befinden sich 1,0 mL der 
1,2 M Sucrose-Lösung  (41,1 % w/v), auf die vorsichtig 1,5 mL der 1,0 M Sucrose-Lösung  
(34,2 % w/v) pipettiert werden. Abschließend folgen 1,5 mL einer 0,85 M Sucrose-Lösung 
(29,1 % w/v) w/v). Auf den fertigen Sucrosegradienten werden 800 µL einer Rattenhirn-
Striatum-Membranfraktion aufgetragen. Es werden insgesamt zwei Röhrchen nach diesem 











Abb. 7.10: Schichtungsschema des diskontinuierlichen Sucrosedichtegradienten zur Anrei-
cherung des Uracil-bindenden Proteins aus Rattenhirn-Striatum-Membranpräpara-
tionen. 
 
Sofort nach dem Aufbau des Gradienten erfolgt eine 100000 g-Ultrazentrifugation in ei-
nem Ausschwing-Rotor für 120 Minuten. Die verschiedenen Schichten werden vorsichtig 
mit einer Pasteurpipette abpipettiert und die jeweils gleichen Schichten aus den beiden 
Röhrchen vereinigt. Es werden jeweils 30 mL 50 mM Tris-Puffer zu den Fraktionen hin-
zupipettiert und bei 12000 g für 30 Minuten zentrifugiert. Der Zentrifugationsüberstand 
wird verworfen und der Zentrifugationsrückstand in 30 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7.4 re-
suspendiert und bei 48000 g für 20 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen 
und die Pellets in je 1 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7.4 aufgenommen und bis zum Gebrauch 
bei -80 °C gelagert. Der gesamte Versuchsablauf ist in Abb. 7.11 schematisch dargestellt. 
1,0 mL 1,2 M Sucrose-Lösung   (41,1 % w/v) 
1,5 mL 1,0 M Sucrose-Lösung   (34,2 % w/v) 
1,5 mL 0,85 M Sucrose-Lösung (29,1 % w/v) 
800 µL P2-Rattenhirn-Striatum-Membranfraktion 




Rattenhirn-Striatum-Membranpräparation (P1)  
Pellet P1 Überstand S1 
Pellet P1´ Überstand S1´ 
Pellet P2




5 min. bei 1000 g zentrifugieren 
in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 resuspendieren, 
5 min. bei 1000 g zentrifugieren 
100 min. bei 12000 g zentrifugieren 
in 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 resuspendieren, 
homogenisieren, 
1 h bei 12000 g zentrifugieren 
Æ verwerfen
Æ verwerfen 
in 1,6 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 resuspendieren, homogenisieren, je 800 µL pro 
Röhrchen auf den Sucrose-Gradienten geben, 2 h bei 55000 RPM zentrifugieren 
F 1 F 3 F 2 
Æ verwerfen 
SF1 PF1 PF2 SF2 PF3 SF3 PF4 SF4
Pellets in je 1 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7,4 aufnehmen und bis zum Gebrauch bei -80°C lagern
Überstand abdekantieren, Pellets mit je ~30 mL Tris-Puffer versetzen, 20 min. bei 48000 g zentrifugieren
nach der Ultrazentrifugation die Phasen (F1-F5) vorsichtig mit der Pipette abtrennen, mit je ~30 mL 








Abb. 7.11: Schema zur Durchführung des Sucrose-Dichtegradienten 




7.7 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 
 
Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung der Proteine nach der Methode von 
Laemmli (1970) auf Polyacrylamidgelen verschiedener Konzentrationen (von 5-10 %) un-
ter reduzierenden bzw. nichtreduzierenden Bedingungen. Für kleine SDS-Polyacrylamid-
Gele (80 x 7,3 x 0,75 mm) wurde die Mini-Protean II (BioRad) eingesetzt. Die großen Ge-
le (160 x 200 x 1,5 mm) wurden in der Protean II xi (BioRad) entwickelt.  
 
Die Lösung für das Trenngel wird unmittelbar nach der Herstellung mit einer Spritze bis 
etwa 3 cm unterhalb des oberen Randes luftblasenfrei in die Gießapparatur gefüllt. Mit Iso-
propanol wird überschichtet und somit für eine glatte Oberfläche des Trenngels gesorgt. 
Nach Beendigung der Polymerisation – nach etwa 30 Minuten – wird das Isopropanol ab-
gegossen und die restliche Flüssigkeit vorsichtig mit einem Filterpapier entfernt, ohne das 
Gel zu berühren. Als nächstes wird die Lösung für das Sammelgel hergestellt und unmit-
telbar danach bis zur Oberkante der Platten eingefüllt, der Kamm vorsichtig in die Lösung 
gedrückt, und 30 Minuten polymerisieren gelassen. Vor der Auftragung der Proben wird 
das Pufferreservoir mit Laufpuffer gefüllt, die Platten mit dem Gel aus der Gießapparatur 
genommen und in den Halter der Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Die Kämme werden 
entfernt, die Taschen mit Laufpuffer gewaschen und 10-30 µL Probensolubilisat durch Un-
terschichten in die Taschen aufgetragen. Als Marker wird der Proteinstandard Precision 
Plus Protein™ Standard Dual Color (BioRad) verwendet. Das innere Probenreservoir wird 
ebenfalls mit Laufpuffer gefüllt und die Elektrophorese gestartet. Die eingestellte Zeit und 
Stromstärke während der SDS-PAGE betragen für die kleinen Gele ca. 90 Minuten bei 25 
mA. Die Elektrophorese wird gestoppt, wenn die violette „Bromphenolblau-Front“ aus 
dem Gel austritt. 
 
Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgt durch Färbung mit Coomassie-Brilliant 
Blau. Dazu wird das Gel über Nacht in Färbelösung (0,252 % Coomassie Brilliant Blue 
R250 in 45 % Methanol, 9 % Essigsäure) eingetaucht und anschließend in die Entfärbe-
lösung (45 % Methanol, 9 % Essigsäure) überführt. Diese wird mehrmals erneuert, bis der 
Gelhintergrund klar wird. Die Aufbewahrung der gefärbten Gele erfolgt – falls erforder-
lich – in 9 %iger Essigsäure. Nach der Entwicklung werden die Elektropherogramme mit 
der Digitalkamera photographiert oder mit dem Geldokumentationssystem bearbeitet. 
 
Probenvorbereitung 
Die Proben werden in einem denaturierenden, reduzierenden Lysispuffer (10 % Glycerin, 
2 % SDS, 67 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2 % β-Mercaptoethanol, 0,01 % Bromphenolblau) re-
suspendiert und 5 Minuten bei 99°C im Thermomixer aufgekocht. Je nach Größe des ein-
gesetzten Kammes werden zwischen 10 und 30 µl des Solubilisats auf das Gel aufgetragen. 




Tab. 7.13: Lösungen für die SDS-PAGE 
Lösung Herstellung 
30 % Acrylamid/ Methylen-
bisacrylamid-Lsg. 
  29 g Acrylamid 
+ 1 g Methylenbisacrylamid 
ad 100,0 mL Aqua dest. 
 
1,0 M Tris-HCl, pH 8,8 
12,1 g TRIZMA®-Base (Mr = 121 g/mol) 
ad 100,0 mL Aqua dest. (mit HCl auf pH 8,8 einstellen) 
 
1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 
12.1 g TRIZMA®-Base (Mr = 121 g/mol) 
ad 100,0 mL Aqua dest. (mit HCl auf pH 6,8 einstellen) 
 
10 % SDS-Lösung 
10 g Natriumdodecylsulfat (Mr = 288,37 g/mol) 
ad 100,0 mL Aqua dest. 
 
10 % APS-Lösung 
10 g Ammoniumperoxodisulfat (Mr = 228,2 g/mol) 
ad 100,0 mL Aqua dest. 
 
Laufpuffer 
(25 mM Tris, 192 mM Glycin, 
0,1 % SDS) 
3,0 g TRIZMA®-Base (Mr = 121 g/mol) 
+ 14,4 g Glycin (Mr = 75 g/mol) 
+ 1,0 g SDS (Mr = 288,37 g/mol) 
ad 1000,0 mL Aqua dest. 
 
Probenpuffer 
(67 mM Tris/HCl pH 6,8, 
10 % Glycerin, 2 % SDS, 
0,01 % Bromphenol Blau, 
1,7 % Mercaptoethanol) 
 
Für 3fach-Puffer: 
10 mL der 1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 (s.o) 
+ 15 g Glycerin (Mr = 92,09 g/mol) 
+ 3,0 g SDS (Mr = 288,37 g/mol) 
+ 0,015 g Bromphenolblau (Mr = 691,9 g/mol) 
ad 50,0 mL Aqua dest. 
 
Frisch hinzusetzen: Mercaptoethanol 50 µL 
                                + 3fach-Puffer ad 1,0 mL  
 




Tab. 7.14: Herstellung der Gele für die SDS-PAGE (Minigele) 
Lösungen Trenngel 10 %, pH 8,8 (15 mL) 
Trenngel 6 %, 
pH 8,8 (15 mL) 
Sammelgel, 
pH 6,8 (8 mL) 
Aqua dest. 5,9 ml 7,9 mL 5,5 mL 
29 % Acrylamid/ 
1 % Bisacrylamid 5,0 mL 3,0 mL 1,3 mL 
1,0 M Tris-HCl, pH 8,8 3,8 mL 3,8 mL - 
1,0 M Tris-HCl, pH 6,8 - - 1,0 mL 
10 %ige SDS-Lösung 0,15 mL 0,15 mL 0,08 mL 
10 %ige APS-Lösung* 0,15 mL 0,15 mL 0,08 mL 





























7.8 Isolierung und Aufreinigung der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Das Enzym Uridin-Cytidin-Kinase wurde aus Kalbs-Thymus isoliert und mithilfe der An-
ionenaustausch-Chromatographie und der Gelchromatographie aufgereinigt. In Abb. 7.12 
sind alle durchgeführten Reinigungsschritte chronologisch aufgeführt. Die Durchführung 
der einzelnen Aufreinigungsschritte werden in den jeweiligen Abschnitten näher beschrie-
ben.    
 
 
Abb. 7.12: Isolierung und Aufreinigung der Uridin-Cytidin Kinase 
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7.8.1 Isolierung der Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Die Isolierung wurde in Anlehnung an den Artikel von Lee et al.318 durchgeführt. Während 
der gesamten Prozedur wurde bei einer Temperatur von 4°C gearbeitet. 
 
Der gefrorene Kalbs-Thymus [664 g Naßgewicht] wird in kleine Stücke geschnitten, in 
1000 mL einer 50 mM Tris-Puffer pH 7,5 suspendiert und drei Minuten mit dem Ultra-
Turrax homogenisiert. Um das Homogenat nicht zu erwärmen, wird das Gewebe stoßweise 
(mehrmals jeweils 20 Sekunden bei mittlerer Rotationsgeschwindigkeit der Scheren mit 
zwei Minuten Pause dazwischen) zerkleinert. Anschließend wird das Gewebehomogenat 
30 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert. Der Überstand wird durch vier Lagen von Gaze filt-
riert. Zu dem gesammelten Überstand werden 0,9 mL 2-Mercaptoethanol 14 M hinzu-
fügt (Fraktion 1). 
 
Zu 965 mL der Fraktion 1 werden  48,7 mL einer 10 %igen Streptomycinsulfat-Lösung 
pH 7,0 langsam in einer Zeitspanne von 10 Minuten unter Rühren hinzugefügt. Nach wei-
terem 15minütigem Rühren wird die Suspension 30 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert und 
das Pellet verworfen. Der Überstand wird weiter verarbeitet (Fraktion 2). 
 
965 mL der Fraktion 2 werden mit 195 mL einer 2 %igen Protaminsulfat-Lösung, pH 7,0 
unter Rührem  in einer Zeitspanne von 10 Minuten versetzt. Nach weiterem 15minütigem 
Rühren wird 15 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zu dem 
Protamin-Präzipitat werden 200 mL einer 2 %igen Ammoniumsulfat-Lösung in 50 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol enthaltend, zugesetzt und die Suspension 60 
Minuten gerührt bis die Suspension milchig weiß wird. Anschließend wird 10 Minuten bei 
20.000 g zentrifugiert. Der Überstand bildet die Fraktion 3. 
 
Zu 200 mL der Fraktion 3 werden 31 g Ammoniumsulfat unter Rühren in einer Zeitspanne 
von 15 Minuten hinzugefügt und die Mischung für weitere 15 Minuten gerührt. Danach 
wird 10 Minuten bei 30.000 g zentrifugiert und das Präzipitat verworfen. Zu 200 mL des 
Überstandes werden 11,9 g Ammoniumsulfat über eine Zeitspanne von 10 Minuten hinzu-
gefügt und nach weiterem 15minütigem Rühren wird 10 Minuten bei 30.000 g zen-
trifugiert. Das Pellet wird in 20 mL einer 100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM 2-Mercapto-
ethanol enthaltend, gelöst und zur Aufbewahrung in den -20er Gefrierschrank gestellt 











Centricon® YM-30, 30000 MW cut-off, Centrifugal Filter Devices; MILLIPORE 
Amicon®Ultra 10,000 MWCO, Centrifugal Filter Devices, MILLIPORE 
 
Die eingefrorene Enzymlösung (ca. 25 mL, siehe Abschnitt 7.8.1) wird auf 4°C aufgetaut. 
Die Hälfte des Volumens wird auf sechs Centricon Filtereinheiten gleichmäßig verteilt und 
drei Stunden bei 4°C und 4.000 g und Bremsung 4 zentrifugiert. Der sich bildende weiße 
Überstand wird abgetrennt und es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt von zwei Stun-
den. Danach wird mit je 400 µL Puffer (100 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM 2-Mercapto-
ethanol) pro Filtereinheit gewaschen. Nach Abnahme und Vereinigung der Filtrate werden 
die Filtereinheiten zwecks Überführung des Protein-Pellets in das „Auffang-Vial“ umge-
dreht und drei Minuten bei 1.000 g, 4°C, Bremsung 4 zentrifugiert. Dann werden je 400 µL 
Puffer hinzugefügt und nochmals drei Minuten zentrifugiert. Schließlich werden alle En-
zymlösungen aus den Filtereinheiten vereinigt. Die gleiche Prozedur wird mit der rest-
lichen Enzymsuspension durchgeführt und schließlich wird die gesamte Enzymlösung zu 
einem Endvolumen von ca.10 mL vereinigt. Im nächsten Schritt wird die Enzymlösung mit 
der Anionenaustausch-Chromatographie weiter aufgereinigt (siehe Abschnitt 7.8.3). 
 
Nach der Ionenaustausch-Chromatographie wird erneut die Methode der Ultrafiltration zur 
Aufkonzentrierung angewendet. Nach Vereinigung der Fraktionen mit nachweisbarer En-
zymaktivität wird die Enzymlösung (30 mL) auf zwei Amicon-Filtereinheiten verteilt und 
zweieinhalb Stunden bei 4.000 g und 4°C zentrifugiert. Die Enzymlösung wird auf diesem 
Wege auf ein Volumen von insgesamt ca. 2,5 mL aufkonzentriert, wobei die Lösung da-
raufhin eine leichte Trübung zeigt. Diese Enzymsuspension wird auf drei Eppendorfreak-
tionsgefäße verteilt (je 800 µL) und 1 h bei 16.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wird von dem kleinen Pellet durch Abpipettieren getrennt und erneut unter denselben Be-
dingungen zentrifugiert, wonach keine weitere Pelletierung mehr beobachtet werden 
kann. Die klare Enzymlösung wird im nächsten Schritt mittels Gelchromatographie weiter 
aufgereinigt. 





Puffer B: 50 mM Tris-HCl pH 7,5/1,0 M KCl 
                 20 mM 2-Mercaptoethanol 
                 20 % Glycerol 
7.8.3 Anionenaustausch-Chromatographie 
 
Für die Säulenchromatographie wurde ein GradiFracTM System (Abb. 7.13) der Firma 
Amersham Pharmacia Biotech (später Amersham Biosciences) verwendet.  
Das System besteht aus folgenden Einzelbausteinen: 
Kontrolleinheit  GradiFrac zur Programmierung und Fraktionssammlung 
Pumpe   Hiload pump P-50 
UV-Detektor  Monitor UV-1 
Schreiber   Recorder REC 102 
 
 
Abb. 7.13: Schematischer Aufbau einer FPLC-Anlage381 
 
 
Für die Chromatographie wurden folgende Parameter bei dem GradiFracTM System einge-
stellt:              
Method base   volume 
Pump calib.value   1582 
Mix vol    60 µL 
Delay UV to frac   200 µL 
Flow     0,5 mL/ min 
Fractn     4 mL 
Gradient    Target 100 % B after 300 mL 
 
Als Säulenmatrix wurde DEAE Cellulose (SIGMA) und als Elutionspuffer folgende Puffer 
verwendet: 
 
Puffer A: 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
                 20 mM 2-Mercaptoethanol 
                 20 % Glycerol 




Regenerierung der DEAE-Cellulose382: 
10 g DEAE-Cellulose (40 mL Volumen im Meßzylinder) werden in 200 mL reinem Was-
ser suspendiert und 45 Minuten absitzen gelassen. Das abgesetzte Volumen des Ionenaus-
tauscherharzes wird abgemessen. Dieses Volumen stellt das sogenannte Säulenvolumen 
SV (column volume  [CV]) dar (= 90 mL). Die Suspension wird in einem Büchner-
Trichter mit einem Druck von ca. 800 mbar abfiltriert. Das Harz wird in 180 mL (2 SV) 
0,1 M NaOH/0,5 M NaCl 10 Minuten lang suspendiert. Die Suspension wird danach in ei-
nen Büchner-Trichter gegeben und langsam mit einem Druck von ca. 800 mbar abfiltriert. 
Das Ionenaustauscherharz wird mit weiteren 180 mL 0,1 M NaOH/ 0,5 M NaCl ge-
waschen. Als nächstes wird das Harz in 2 SV (180 mL) 0,5 M NaCl suspendiert und in ei-
nem Büchner-Trichter wie oben beschrieben abfiltriert. Die Matrix wird mit weiteren 180 
mL 0,5 M NaCl gewaschen. Dieselbe Prozedur wird mit 0,1 M HCl/0,5 M NaCl wieder-
holt und ein weiteres mal mit reinem Wasser durchgeführt. Das Harz wird mit weiteren 500 
mL reinem Wasser gewaschen und der pH-Wert des Filtrats gemessen, wobei das Filtrat 
einen pH-Wert von 6 aufweist. Das Ionenaustauscherharz wird in 180 mL 1 M NaCl sus-
pendiert und nach Einstellung des pH-Wertes auf 8 (mit NaOH) mit dem Büchner-Trichter 
filtriert und mit 450 mL reinem Wasser gewaschen. Das Harz wird in 180 mL 10fach-
Puffer (500 mM Tris-HCl, pH 7,5, 200 mM 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol) resuspen-
diert und abfiltriert. Dann wird das Harz in 450 mL 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 20 mM 2-
Mercaptoethanol, 20 % Glycerol suspendiert und abfiltriert. Als nächstes wird das Harz in 
180 mL Puffer resuspendiert. Eine kleine Menge der Suspension wird abfiltriert und es 
wird überprüft, ob das Filtrat einen pH-Wert von ± 0,15 des pH-Wertes des Puffers auf-




Entwicklung der Anionenaustausch-Chromatographie:  
Die vorbereitete Matrix (DEAE-Cellulose) wird in eine XK26/16-Säule gepackt und mit 
50 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol equilibriert. Das 
zuvor mittels Ultrafiltration aufkonzentrierte Enzym (gelöst in einer 100 mM Tris-
Puffer, pH 7,5, 10 mM 2-Mercaptoethanol enthaltend, siehe dazu Abschnitt 7.8.2) wird auf 
die Säule gegeben und die Chromatographie durch Gradientenelution mit steigenden KCl-
Ionenkonzentration bei einer Flussrate von 0,5 mL pro Minute entwickelt. Fraktionen von 
4,0 mL werden gesammelt. Die Fraktionen werden auf die Enzymaktivität hin untersucht, 
die „aktiven Fraktionen“ vereinigt und nach Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration gel-
chromatographisch weiter aufgereinigt.   






Für die Gelchromatographie wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Superose 12 HR 10/30-
Säule (Amersham Biosciences) verwendet. Diese Säule eignet sich für einen Molekularge-
wichtsbereich von 1.000-300.000 Dalton. 
 
Zunächst wird die Säule mit 50 mL Wasser gespült. Danach wird der Aceton-Funktions-
test383 durchgeführt: 100 µL Aceton p.a. (5 mg/mL) werden auf die Säule gegeben und mit 
reinem Wasser eluiert. Die Effizienz der Säule, angegeben als Anzahl theoretischer 
Trennstufen pro Meter (H-1), wird nach der folgenden Gleichung bestimmt: 
 
H-1 = 5,54 x (VR/wh)2 x (1000/L), 
 
wobei L die Säulenlänge (mm),  
VR das Retentions- bzw. Elutions-Volumen 
und wh die Peakbreite in halber Höhe (mL) 
ist.  
 
Die Anzahl der theoretischen Trennstufen 
pro Meter sollte mehr als 30.000 betragen.  
 
 
Das in vorangegangen Reinigungsschritten bearbeitete Enzym (siehe Abschnitte 7.8.2 und 
7.8.3)  wird  auf eine Superose 12 HR 10/30-Säule (Amersham Biosciences) gegeben, wel-
che vorher mit 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5, 20 mM 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol e-
quilibriert wurde. Die Säule wird mit demselben Puffer bei einer Flußrate von 30 mL pro 
Stunde eluiert. Die Fraktionen (7,5 mL) werden in 15 Minuten-Intervallen gesammelt. Die 
Fraktionen werden auf die Enzymaktivität hin untersucht und die drei Fraktionen mit der 
höchsten Enzymaktivität werden gepoolt. Die vereinigte Lösung (9 mL) wird in eine Ami-
con-Filtereinheit überführt und durch 16minütiges Zentrifugieren bei 4.000 g und 4°C auf 
3,5 mL aufkonzentriert. Die gereinigte und aufkonzentrierte Enzymlösung wird in zwei 
Falcon-Gefäße überführt (3 mL und 0,5 mL) und bei -25°C tiefgefroren. Einige Tage spä-
ter werden die 3 mL in Eppendorf-Gefäße zu je 100 µL aliquotiert und bei -80°C aufbe-
wahrt.   








7.9 Radioassay zur Aktivitätsbestimmung der                      
Uridin-Cytidin-Kinase 
 
Die Enzymaktivität wird mithilfe eines Radioassays bestimmt, bei der die ATP-abhängige 
Umsetzung von radioaktiv markiertem Uridin zu Uridinmonophosphat bestimmt wird. Das 
umgesetzte [3H]UMP wird anschließend mit Lanthanchlorid ausgefällt.Die Reaktionsmi-
schung (100 µL) für die Aktivitätsbestimmung von Uridin-Cytidin-Kinase enthält 50 mM 
Tris, pH 7,4, 10 µM [3H]Uridin mit einer spezifischen Aktivität von 250 mCi/mmol, 2 mM 
ATP, 2,5 mM MgCl2 und 10 mM 2-Mercaptoethanol. Die Reaktion wird durch Zusatz von 
10 µL Uridin-Cytidin-Kinase (20 µg Protein) gestartet und das Reaktionsgemisch 30 Mi-
nuten bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wird das Reaktionsgemisch ohne das Enzym inku-
biert und wie nachstehend beschrieben weiterverarbeitet. Nach der Inkubationszeit wird 1 
mL kalte 0,1 M LaCl3-Lösung hinzugefügt, um die Reaktion abzustoppen. Die Suspension 
wird etwa eine Stunde unter Eiskühlung inkubiert und anschließend über Nitrocellu-
losefilter (Absaugtopf) filtriert und mit insgesamt 25 mL eiskaltem Wasser gewaschen. 
Dadurch werden das mit Lanthanchlorid ausgefällte [3H]UMP und das nicht präzipitierte 
[3H]Uridin voneinander getrennt. Die Filter werden in 4 mL Szintillationsvials überführt 
und mit je 2,5 mL Ultima-Gold-Szintillations-Cocktail versetzt. Die Proben werden 
9 Stunden präinkubiert und danach je eine Minute im LSC-Counter gezählt. Es werden je-
weils Doppelbestimmungen durchgeführt. 
 
 
7.9.1 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante Km 
 
Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante Km, welche einen Hinweis auf die 
Affinität des Substrates (geringe Km -Werte kennzeichnen eine hohe Affinität) gibt, wird 
das Enzym mit steigenden Substrat-, also Radioligand-Konzentrationen, inkubiert. Zu-
nächst wird eine Radioligand-Verdünnungsreihe von acht verschiedenen Konzentrationen 
(1 nM-100 µM) hergestellt. 80 µL Inkubationspuffer (50 mM Tris-Puffer, pH 7,4, 2 mM 
ATP, 2,5 mM MgCl2 und 10 mM 2-Mercaptoethanol) werden vorgelegt und mit 10 µL 
[3H]Uridin in der jeweiligen Konzentration versetzt. Im Abstand von 30 Sekunden werden 
10 µL Enzym-Lösung hinzupipettiert und damit die Reaktion gestartet. Die Reaktionsan-
sätze werden jeweils 30 Minuten bei 37°C inkubiert und dann zum Stoppen der Reaktion 
mit 1,0 mL einer kalten 0,1 M-Lanthanchlorid-Lösung versetzt. Das Gemisch wird etwa ei-
ne Stunde auf Eis gelagert und anschließend über Nitrocellulosefilter filtriert. Die Filter 
werden mit 20-25 mL kaltem Wasser gewaschen und anschließend wie oben beschrieben 
im LSC-Counter gezählt. 






Bei den kinetischen Experimenten wird die Uridin-Cytidin-Kinase in einer Proteinkonzen-
tration von 80 µg Protein pro Reaktionsansatz mit dem Substrat ([3H]Uridin, 10 µM) 
10 Minuten bis 240 Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die weitere Durchführung erfolgt 
analog wie oben bereits beschrieben. 
 
 
7.9.3 Erniedrigung der spezifischen Aktivität von [3H]Uridin 
 
Da bei dem Enzymassay eine hohe Substratkonzentration benötigt wird, muß die spezifi-
sche Bindung des gekauften Radioliganden erniedrigt werden, um erstens einen immensen 
Verbrauch an Radioligand zu vermeiden und zweitens keine zu hohen Counts zu erhalten. 
Eine Erniedriging der spezifische Aktivität eines kommerziell erworbenen Radioliganden 
kann erreicht werden, indem der Radioligand mit einer berechneten Menge an Kaltligand, 
also derselben, aber unmarkierten Substanz verstreckt wird. Die benötigte Menge W [mg] 
an Kaltsubstanz, welche zu der Radioligand-Lösung hinzugegeben werden muß, um eine 
bestimmte, niedrigere spezifische Aktivität zu erreichen, wird nach der folgenden Glei-
chung384 berechnet:  
W = M • a [1/A´ - 1/A]    
wobei  
M das Molekulargewicht der Substanz [mg/mmol], 
a die Gesamtaktivität (in GBq, mCi) der entnommenen Menge an RL, 
A die mol. spezifische Aktivität (in GBq/mmol, mCi/mmol) der gekauften  RL-Lösung und 
A´ die mol. spezifische Aktivität (in GBq/ mmol, mCi/ mmol) der ´verdünnten´  RL-
Lösung ist. 
 
Zur Erniedrigung der spezifischen Aktivität von [3H]Uridin (125 µL) von 39,0 Ci/mmol 
auf 250 mCi/mmol, ergibt das Einsetzen der Variablen in die obige Formel eine Uridin-
Menge von 0,12 mg:   
 
W = 244 mg/mmol x  0,125 mCi [1/250 mCi/mmol – 1/ 39000 mCi/mmol] = 0,12 mg 
 
Da diese Menge zu klein ist, um sie verlässlich abzuwiegen, wird eine Stocklösung (10 
mg/mL in reinem Wasser) des Kaltliganden hergestellt, die Lösung durch eine Membran-
filter (0,22 µm Durchmesser) gegeben und 12,1 µL (0,12 mg) dieser Lösung zu 125 µL 
[3H]Uridin-Lösung hinzupipettiert. Durch Zugabe der 12,1 µL erhöht sich bei gleich blei-
bender Gesamtradioaktivität das Volumen der Radioligand-Lösung, was zu einer Erniedri-
gung der Radioaktivkonzentration von 1,0 mCi/mL auf 0,9 mCi/mL führt. Dies wird später 
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